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CILE PRACE

Teoretické Cast:

Vypracovani literarni reSerSe na téma metabolismus a transport purini, CRISPR/Cas9

technika ipravy genu a statisticka analyza v metabolomice.

Experimentalni ¢ast:

Provést LC-MS necilenou a cilenou metabolomickou analyzu HeLa buné¢nych linii
editovanych technikou CRISPR/Cas9 v ramci purinové de novo syntézy.

Ziskana data statisticky vyhodnotit a biochemicky interpretovat.



1 UVOD

Predlozena diplomova prace navazuje na bakalafskou praci (DobeSova, 2017), ktera byla
zamétena na vyvoj metody kapalinové chromatografie spojené s tandemovou hmotnostni
spektrometrii a ziskani fragmenta¢nich spekter standardi meziprodukti purinové de novo
syntézy (PDNS). Tato metoda mize v budoucnu slouzit ke stanoveni diagndzy pacientt
trpicich dédiénymi metabolickymi poruchami PDNS (Madrova et al., 2018). Cilem této
diplomové prace byla analyza metabolomického profilu HeLa buné¢nych linii, které byly
upraveny molekularné biologickou technikou CRISPR/Cas9. Diky tomu byly ziskany
bunécné linie defektni v jednotlivych krocich PDNS. Jedna se o prvni modely lidskych
bunck pro studium jak zndmych, tak i potencidlnich poruch této metabolické drahy

(BareSova et al., 2016).

V ramci PDNS byly zatim popsany dvé dédiéné metabolické poruchy. Jedna se o deficit
enzymu adenylosukcinatlyasy (ADSL, EC 4.3.2.2, OMIM 103050), ktery katalyzuje
osmy krok PDNS odstépenim fumaratu z 5-aminoimidazol-4-(N-sukcinylkarboxy-
amid)ribotidu (SAICAR) za vzniku 5-aminoimidazol-4-karboxyamidribotidu (AICAR).
ADSL vSak katalyzuje 1 preménu sukcinyl-adenosinmonofosfatu  (S-AMP)
na adenosinmonofosfat (AMP) (van den Berghe a Jaeken, 1986). Druhy defekt (AICA
ribosidurie, OMIM 608688) se tyka bifunkéniho enzymu ATIC, ktery zahrnuje
fosforibosylaminoimidazolkarboxamidformyltransferasu ~ (AICART, EC 2.1.2.3)
a inosinmonofosfatcyklohydrolasu (IMPCH, EC 3.5.4.10). ATIC katalyzuje posledni
dvé reakce PDNS, kdy dochazi k pienosu formylové skupiny pomoci tetrahydrofolatu
na AICAR zavzniku 5-formylamidinimidazol-4-karboxyamidribotidu (FAICAR),
ktery je za eliminace vody spojen do inosinmonofosfatu (IMP) (Marie et al., 2004).
Zminéné poruchy se projevuji neurologickymi problémy jako jsou mentalni retardace,
epileptické zachvaty, slepota, autistické chovani a jiné symptomy (Balasubramaniam
etal., 2014).

Pro komplexni analyzu metabolomického profilu bunéénych linii byla pouZita kombinace
necileného a cileného ptistupu metabolomické analyzy. Oba piistupy byly provedeny
pomoci ultrauc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni

spektrometrii. Ziskana data byla vyhodnocena metodami jedno- a vicerozmérné



statistické analyzy. V ramci vicerozmérné statistiky byly aplikovany nesupervizované

a supervizované metody. Nasledné byla provedena biochemicka interpretace dat.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Puriny

Purinové nukleosidy (adenosin a guanosin) a jejich nukleotidovd analoga -
adenosintrifosfat  (ATP), guanosintrifostit (GTP), adenosindifostit (ADP),
guanosindifosfat (GDP), adenosinmonofosfat (AMP) a guanosinmonofosfat (GMP)
jsou v lidském organismu vSudypfitomné. Nejvy$si koncentrace purind se u savci
nachdzi v ob¢hové (Drury a Szent-Gyorgyi, 1929) a centralni nervové soustavé (Berne
etal.,, 1974). V Sedesatych letech minulého stoleti bylo prokazano, ze koncentrace
adenosinu a jeho degradaCnich meziproduktli inosinu a hypoxantinu se vyrazné
zvysuje pii nedostate¢ném prokrveni tkani — ischemii. Tento stav je charakteristicky
pro pacienty s ischemickou chorobou srde¢ni, kdy dochazi ke stazeni koronarnich cév
myokardu (Berne, 1963) nebo pficévni mozkové piihod€, zplisobené zizenim
mozkovych cév (Berne et al., 1974). Pti ischemii srdce i mozku maji adenosin a jeho
analoga tlumici a vasodilatacni ucinky, proto jsou pouzivana pro lécbu téchto
onemocnéni. Mimo jiné se puriny ajejich analoga uplatiiuji pfi terapii mnoha
neurologickych problému. Jedna se naptiklad o psychické poruchy, poruchy chovéani,
motoriky a spanku (Stone a Simmonds, 1991). Purinova analoga jsou rovnéZ pouzivana
pii 1é¢bé virovych (Furman et al., 1986) anadorovych onemocnéni (Rosen, 2002;
Demir et al., 2015), (viz kapitola 2.2.3).

2.1.1 Metabolismus purinii a tkanova specifita

Hladina purini ,,purinovy pool* je v bunkach udrZovana pomoci endogenniho
metabolismu purint, ktery zahrnuje purinovou de novo syntézu (PDNS), recykla¢ni
»zachrannou® drahu a katabolismus purinil. Mezi dal$i drahy metabolismu purinil se fadi
adeninovy aguaninovy nukleotidovy cyklus, kdy je inosinmonofosfat (IMP)
pfeménovan na AMP a GMP nebo je IMP vytvaren deaminaci AMP a redukci GMP.
Monofosfaty jsou dale fosforylovany adenylatkinasou (EC 2.7.4.3) a guanylatkinasou
(EC 2.7.4.8) nadifosfatova analoga a nukleosiddifosfatkinasou (EC 2.7.4.6)
na trifosfatovd analoga. Metabolismus purini také zahrnuje defosforylaci nukleotid
(viz kapitola 2.2). Na intracelularni purinovy pool ma mimo jiné vliv i membranovy

transport purinovych nukleosidi a bazi (Stone a Simmonds, 1991), (viz kapitola 2.2.1).



Drahy purinového metabolismu jsou na sobé zavislé. Napiiklad piinedostatku ATP
nebo GTP jsou aktivovany enzymy PDNS nebo zachranné drahy s naslednou stimulaci

adeninového nebo guaninového nukleotidového cyklu (Stone a Simmonds, 1991).

Jednotlivé tkané uptfednostiuji nékteré z drah metabolismu purinti. Jedna se o tzv.
tkanovou specifitu. Tkané preferuji nekteré drahy na ukor jinych z diivodu odlisnych
funkeci nebo narokli na purinové metabolity. Dale miize byt jedna z drah upfednostiiovana
kvuli nedostatku enzymu jedné drahy nebo na zakladé propojeni s jinymi drahami
primarniho metabolismu. Metabolismus purint je nejpatrnéjSi u tkani kostni diené,

kosterniho svalstva, srdce, mozku, jater, ledvin, plic a stfev (Stone a Simmonds, 1991).

Erytrocyty ztraceji béhem dozravani v kostni dfeni jadro a membranové organely,
proto nejsou schopny syntetizovat vlastni DNA, RNA ani proteiny. Enzymy podilejici se
PDNS aadeninovém nebo guaninovém nukleotidovém cyklu se v erytrocytech
nevyskytuji. Erytrocyty jsou zavislé na transmembranovém pienosu purini a jejich
nasledném metabolismu. Hladina nukleotidi, ptedev§im ATP, je u erytrocytt udrzovana
pro ATP-dependentni pienaseCe a pro zvyseni elasticity erytrocytu pfi transportu
drobnymi cévami. Stala hladina purini je zachovavana pomoci zachranné drahy,
ktera je spojena s inosintrifosfatovy cyklem (ITP cyklus). Podstatou ITP cyklu
je jednokrokova defosforylace ITP na IMP a dvoukrokova fosforylace IMP pies IDP
na ITP. Oproti erytrocytim nékteré leukocyty — T a B lymfocyty kombinuji zachrannou
drdhu s PDNS pro rychlou tvorbu purinovych nukleotidd, které slouzi ptredevSim
k syntéze DNA. Tento proces je dulezity pro neustalé déleni T a B lymfocytd v ramci
aktivniho imunitniho systému (Stone a Simmonds, 1991; del Velasco-Martinez et al.,
2016).

Tkéan kosterniho svalstva vyuziva PDNS, zichrannou drahu a nukleotidovy cyklus
S naslednou fosforylaci. Purinové drahy jsou v kosternim svalu propojeny s glykolyzou
a glykogenolyzou (Obr. 1). Pti svalové kontrakci je vysoka spotieba ATP, které je nutno
dopliovat. ATP je opakované vytvafen rozkladem krevni glukosy b&hem glykolyzy.
Pii hypoglykemii  ziskavaji svalové bunky glukosu pomoci glykogenolyzy.
Pfi anaerobnich podminkach dochazi v kosternim svalu k pfeménam pyruvatu na laktat
pomoci laktatdehydhogenasy (EC 1.1.1.27) (Stone a Simmonds, 1991; Hellsten et al.,
1999).



Akumulace laktatu je nezadouci, proto je pienaSen krvi do jater, kde je metabolizovan
na glukosu, kterda mize byt transportovana zpét do kosterniho svalstva.
ProtoZe je spotieba ATP pii intenzivnim cviceni vys$§i nez schopnost regenerace, dochazi
k hromadéni ADP a AMP. Akumulovany AMP je deaminovan na IMP, ktery je nasledné
defosforylovan na inosin. Inosin je pfenaSen do jater nebo je pfevadén na hypoxantin,
ktery je také transportovan do jater. Inosin nebo hypoxantin jsou v jatrech degradovany
na odpadni produkt kyselinu mocovou, ktera je poté transportovana do ledvin

a vylou¢ena moci (Stone a Simmonds, 1991; Hellsten et al., 1999).

Bunky srde¢ni a mozkové tkan¢ kombinuji pro tvorbu IMP zachrannou drahu a PDNS.
Syntéza purind je spojena s adeninovym nukleotidovym cyklem (vznik AMP)
a fosforylacnimi reakcemi (vznik ATP). Obé tkané maji stejné¢ jako kosterni svalstvo
rychlou spotiebu ATP s naslednou akumulaci AMP, ktery je po defosforylaci na adenosin
pfendSen do mezibunéénych prostor. Zminéné tkané upfednostiiuji v obdobi
embryogeneze a  prenatdlntho  vyvoje  PDNS  pfed zdchrannou  drahou.
V obdobi postnatalniho vyvoje pfevazuje naopak efektivnéjsi zachranna draha nad PDNS
(Stone a Simmonds, 1991).
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Obr. 1 Tkanova specifita metabolismu purini v kosternim svalu a jatrech (Stone a Simmonds,
1991).



2.2 Transport purina

Nukleotidy maji hydrofilni charakter, proto nemohou voln¢ ptechazet ptes fosfolipidovou
membranu. Jejich transport je zprostiedkovan pomoci nukleosidovych pienasect (Berlin
a Oliver, 1975) areceptort (Burnstock, 1976). Pfed transportem jsou nukleotidy postupné
defosforylovany na nukleosidy. ATP/GTP jsou hydrolyzovany membranovym enzymem
nukleosidtrifosfatdifosfatasou (EC 3.6.1.9) zavzniku AMP/GMP a pyrofosfatu
(Obr.2A) a ADP/GDP jsou rozkladany nukleosiddifosfatfosfatasou (EC 3.6.1.6)
na AMP/GMP a fosfat (Obr. 2B). AMP/GMP jsou nasledné $tépeny za piitomnosti vody
nukleotidasou (EC 3.1.3.5) na adenosin/guanosin a fosfat (Obr. 2C) (Stone a Simmonds,
1991).

2.2.1 Nukleosidové transportéry

Transport purinovych a pyrimidinovych nukleosidii a nékterych bazi je umoznén
membranovymi nukleosidovymi transportéry. Tyto transportéry jsou charakterizovany
jako ptenasece pohanéné elektrochemickym potencidlem. Nukleosidové transportéry
se déli do dvou hlavnich skupin. Skupiny se odliSuji pfedevsim rozdilnym zastoupenim
aminokyselin ve struktufe proteint, dale ve sméru a mechanismu transportu (Rosen,
2002). Jednosmérné koncentracni transportéry jsou fizeny gradientem kationt
(Vijayalakshmia Belt, 1988) a obousmérné ekvilibracni transportéry vyuZzivaji
usnadnéné diftze (Plagemann et al., 1981). Nukleosidové transportéry se nejvice
vyskytuji v plazmatickych membranach bunék srdce, mozku, jater, ledvin a stiev.
Nékteré druhy prenasect jsou specifické pro konkrétni typy membran a organt, napt.:
v ramci ledvinovych epitelovych bun€k jsou koncentracni transportéry lokalizovany
Vv apikalni ¢asti plazmatické membrany a ekvilibraéni transportéry v bazalni ¢asti (Rosen,

2002; Mangravite et al., 2003).

nukleosidtrifosfatdifosfatasa o
ATP/GTP  + H,0 AMP/GMP  +  pyrofosfit
I nukleosiddifosfatfosfatasa .
B ADP/GDP + HO AMP/GMP + fosfat
nukleotidasa adenosin/ . e
C AMP/GMP + H,O guanosin fosfat

Obr. 2 Schéma hydrolyzy ATP/GTP (2A), ADP/GDP (2B) a AMP/GMP (2C).



Oba typy nukleosidovych transportéri udrzuji v intracelularnim prostoru bunék stalou
hladinu nukleosidii a bazi, ¢imz ovliviiuji fadu metabolickych pochodi véetné
energetické homeostazy a bunécné signalizace. Slouzi jako zdroj purin a pyrimidini
pro zachranné drahy vedouci k tvorb¢ nukleotidd. Tyto drahy jsou upfednostiiovany pred
energeticky naro¢nou syntézu de novo. Kromé transportu pfirozené se vyskytujicich
metabolitt, nukleosidové transportéry piendseji inukleosidova analoga, pouZzivana
jako léc¢iva pii nadorovych chemoterapiich, virovych infekcich nebo k 1é¢bé vysokého

krevniho tlaku (viz kapitola 1.1.3) (Rosen, 2002; Huang et al., 2017).

2.2.1.1 Koncentra¢ni nukleosidové transportéry

Koncentra¢ni nukleosidové transportéry ,,Concentrative Nucleoside Transporters® —
(CNT) jsou prenasee vyskytujici se U bakterii, archaei i1 eukaryot. Jedna se
0 membranové proteiny ze SLC28 rodiny. Transportéry jsou u archaei a eukaryot sloZzeny
ze tiinacti  a-helixovych domén, u bakterii pouze zdeseti (domény 4 - 13).
Aminoskupinovy N-konec prvni domény zasahuje do cytosolu, na rozdil od karboxylové
Casti, ktera je extracelularni. Protein je najednom misté z vnéj$i strany membrany
glykosylovan pies atom dusiku. Proteinové domény 7 — 13 (Obr. 3) spolu kooperuji
a umoznuji symport nukleosidi a nékterych bazi se sodnymi nebo vodikovymi ionty.
Jsou oklopeny doménami 4 — 6. Prvni tii domény se na transportu nepodileji (Rosen,
2002; King et al., 2006; Stecula et al., 2017).

extracelularni prostor

NI

domény CNT lisici se podle

N-oligosacharidovy fetézec selektivity k nukleosidiim/bazim

domény ENT vazajici i~~~ 1 oblast CNT umoziiujici ptenos
' nukleosidy/baze nebo inhibitory . _ _ 1 kationti a transport nukleosidi/bazi

' domény CNT chybé&jici u bakterii

Obr. 3 Struktura transmembranovych nukleosidovych transportérit ENT a CNT. Upraveno podle
(King et al., 2006).



Nukleosidy, pfipadné baze jsou transportovany z extracelularniho prostoru do buiky
proti svému koncentra¢nimu gradientu, zatimco Na* nebo H" jsou pfenaseny ve sméru
membranového gradientu. Existuji tfi druhy CNT transportéra (CNT1, CNT2 a CNT3)
s riiznou délkou aminokyselinového fetézce (CNT1 — 650, CNT2 — 658 a CNT3 - 691).
CNT1,CNT2 a CNT3 jsou koédovany tfremi riznymi geny (SLC28A1, SLC28A2
a SLC28A3) (Tab. 1). Tyto transportéry se 1isi substratovou specifitou k pfenasenému
nukleosidu/bazi. O typu prendsené molekuly rozhoduji transmembranové domény 7 a 8
(Obr. 3). CNTI1 preferuje pyrimidinové nukleosidy a adenosin, CNT2 upiednostituje
purinové nukleosidy a uridin, CNT3 ptenasi jak purinové, tak pyrimidinové nukleosidy.
CNT1 a CNT2 umoziuji transport jednoho nukleosidu/baze s jednim sodnym iontem,
zatimco CNT3 pienasi obé komponenty v poméru 1:2 nebo nukleosid/bazi s protonem
vpoméru 1:1 (Tab. 1). Vsechny druhy CNT jsou lokalizovany v plazmatickych
membrandch jater, ledvin a stiev. Nekteré transportéry jsou tkanové specifické. CNT2
se krom¢ zminénych organt vyskytuji v srdei, mozku, slinivce, placenté a kosternim
svalstvu. CNT3 byly mimo jiné nalezeny v mlééné zlaze, kostni dieni a v prudusnici
(Loewen et al., 1999; Rosen, 2002; Damaraju et al., 2005; King et al., 2006).

Tab. 1 Souhrn informaci o CNT a ENT. Upraveno podle (Loewen et al., 1999; Rosen, 2002;
Damaraju et al., 2005; Govindarajan et al., 2009; Wang et al., 2013a; Liu et al., 2015).

protein  kodujici gen  AMK sekvence typ pfenosu specificita
CNT1 SLC28A1 650 symport s Na* (1:1) Pyn, adenosin
CNT2 SLC28A2 658 symport s Na* (1:1) Pun, uridin
CNT3  SLC28A3 691 Sy”;%;gr':ff(zl) f)ebo Nuc
ENT1 SLC29A1 456 usnadnéna diftze Nuc
ENT2 SLC29A2 456 usnadnéna difuze Nuc, adenin
ENT3 SLC29A3 475 domnénky o symportu s H* Nuc, adenin
ENT4 SLC29A4 530 domnénky o symportu s H* adenosin

Pozn.: AMK — aminokyselina, Pyn — pyrimidinové nukleosidy, Pun — purinové nukleosidy,
Nuc — v8echny nukleosidy



2.2.1.2 Ekvilibraéni nukleosidové transportéry

Ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry ,,Equilibrative Nucleoside Transporter — (ENT)
jsou membranové proteiny SLC29 rodiny, vyskytujici se pouze u eukaryot. Jsou tvofeny
jedenacti transmembranovymi doménami, jejichz sekundarni sktruktura je stejné
jako u CNT tvofena a-helixy. Prvni doména proteinu zasahuje aminoskupinovym
zakon¢enim do cytosolu a jedenacta doména je v extracelularnim prostoru zakoncena
karboxylovou skupinou. Prvni dvé domény jsou na vnéjSi ¢asti membrany spojeny
smyc¢kou, slouzenou ze 41 aminokyselin, na které je navazan N-oligosacharidovy fetézec.
Dalsi smycka (66 aminokyselin) se nachazi na vnitini strané membrany mezi Sestou

a sedmou doménou (Obr. 3) (Sundaram et al., 2001; Rosen, 2002; Huang et al., 2017).

ENT byly ptivodné rozdéleny na zakladé citlivosti k inhibi¢énimu adenosinovému analogu
— nitrobenzylmerkaptopurinribosidu (NBMPR) do dvou skupin. Ekvilibra¢ni senzitivni
(,,equilibrative sensitive® — €S) transportéry jsou inhibovany jiz nizkou koncentraci
NBMPR. Do této skupiny patii ENT1. Na inhibici se podileji transmembranové domény
1,2, 4,5, 8 all, které zaroven transportuji nukleosidy a baze (Obr. 3). ENT2 se fadi
do skupiny ekvilibra¢nich nesenzitivnich (,,equilibrative insensitive* — ei) transportérd,
které nejsou ovliviiovany ani vysokou koncentraci NBMPR. Po objeveni dalSich
dvou ptenaseci byly ekvilibra¢ni nukleosidové transportéry rozdéleny do ¢ty skupin na:
ENT1, ENT2, ENT3 aENT4. Skupiny ENT ma4ji riizné aminokyselinové slozeni
(ENTL, 2 — 456, ENT3 — 475, ENT4 - 530) a jsou kédovany jinymi geny (SLC29A1,
SLC29A2, SLC29A3 aSLC29A4) (Tab. 1). Vsechny ekvilibra¢ni nukleosidové
transportéry jsou obousmérnymi prenaseci, smer prenosu udava koncentracni gradient.
ENT1 a ENT2 vyuzivaji pro transport usnadnéné difaze (Tab. 1) (Sundaram et al., 2001;
Rosen, 2002; King et al., 2006; Huang et al., 2017).

Transport pomoci ENT3 a ENT4 neni zcela jasny. ENT3 a ENT4 nevyuzivaji usnadnéné
difize anejsou zavislé na koncentra¢nim gradientu sodného kationtu. Bylo zjisténo,
ze mechanismus transportu  ENT3 i ENT4 ovliviiuje pH, proto existuji dohady
o0 souvislosti s protonovym koncentra¢nim gradientem (Baldwin et al., 2005; Barnes
et al., 2006). Nukleosidovy transport pomoci ENT3 je maximalni pfi hodnoté pH 5,5.
Nejvyssi aktivita ENT4 pfenasece je v rozmezi pH 5,5 — 6,0. Se zvySujici se hodnotou

pH, aktivita ENT3 a ENT4 transportért klesa (Wang et al., 2013a; Liu et al., 2015).



Transportéry ENT se stejn¢ jako v pripadé CNT, lisi v substratové specifité pfenaSenych
nukleosidi a bazi. VSechny typy ENT umoziuji transport adenosinu. ENT1 pfenasi
kromé adenosinu i1 ostatni nukleosidy. ENT2 a ENT3 umoznuji mimo jiné transport
adeninu, ktery je vSak inhibovan vyssi afinitou nukleosidl k témto typim transportéra.
Vsechny ctyti typy ENT jsou lokalizovany v plazmatickych membranach bunék riznych
organti a tkani. Specificky se ENT1 nachdzeji v jaderné a mitochondrialni membrané
ledvinovych, srde¢nich a mozkovych bun¢k. ENT2 jsou pfitomny v jaderné membrané
bunék kosterniho svalstva, mozku a srdce (Sundaram et al., 2001; Rosen, 2002; Barnes
et al.,, 2006; Huangetal.,, 2017). ENT3 se nachazeji v endozomalni, lysozomalni
(Baldwin et al., 2005) aptedev§im Vv mitochondridlni membrané jaternich bun¢k
(Govindarajan et al., 2009). ENT4 se hojné vyskytuji v plazmatické membrané srde¢nich

a mozkovych bun¢k (Barnes et al., 2006).

2.2.2 Purinové receptory

Na transportu purinovych nukleosidi se krom¢ nukleosidovych transportérti podileji také
purinové receptory, umisténé v plazmatickych membranach (Burnstock, 1976). Purinové
receptory jsou rozdéleny do dvou kategorii na P1 a P2 receptory. Hlavnim rozdilem mezi
obéma skupinami je druh pfendSen¢ho metabolitu. Receptory prvni skupiny umoziuji
pienos nukleosidi, konkrétné adenosinu a P receptory jsou zodpovédné za transport
nukleotidii (Burnstock, 1978). Nukleosidové receptory jsou rozsifeny v plazmatickych
membrandch bun€k po celém téle. Nejvice se vSak vyskytuji v centrdlni nervové
soustavé, kde se podileji  napfenosu nervového  vzruchu mezi  neurony
a v kardiovaskularni soustavé, kde ovliviiuji stah hladkého svalstva, a hraji tak roli

pti vazodilataci (Stone a Simmonds, 1991; Jennings et al., 2001).

2.2.2.1 Py receptory

Pivodné existovali pouze dva zastupci adenosinovych receptorti, umoziujici transport
adenosinu  z extracelularniho prostoru do buinky — Ar a Az Receptory byly
charakterizovany na zékladé inhibice nebo stimulace enzymu adenylatcyklasy
(EC 4.6.1.1). Tento enzym se podili na tvorbé sekundarniho posla — cyklického AMP
(cAMP), ktery je nepostradatelnym ¢lenem intraceluldrnich signalnich drah. Receptor A1
zamezuje tvorbu cAMP, zatimco receptor A2 ji podporuje (van Calker et al., 1979;
Londos et al., 1980).
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V roce 1983 byly Az adenosinové receptory rozdéleny podle afinity k adenosinovym
analogtim, jako je kofein a dalsi piibuzné metylxanthiny (Daly et al., 1983). Pozd¢ji bylo
toto rozdéleni charakterizovano na Aza a Azg receptory (Bruns et al., 1986). Posledni
identifikovanou skupinou Pi receptorti jsou A3 receptory snizujici koncentraci cAMP
Vv bunce (Zhou et al., 1992). Vsechny P1 receptory jsou spojeny s regula¢nimi G-proteiny,
které jsou napojeny na adenylatcyklasu. Nejcastéji se v lidském téle vyskytuje Az
receptor, ktery ma k adenosinu nejvétsi afinitu z P1 receptoru.. NiZz8i schopnost pienaset
adenosin maji oba receptory typu Az a nejmensi Az receptory (Burnstock et al., 1984;

Jennings et al., 2001).

2.2.2.2 P> receptory

P, receptory zprostiedkovavaji transport adenosinovych (ATP a ADP) a uracilovych
(UTP a UDP) nukleotidd. V roce 1985 byly v hladkém svalstvu krali¢i vratnicové zily
objeveny dva druhy P> receptort, které mély vliv na stah hladké svaloviny. Tato skupina
byla rozdélena na P>x receptory zpusobujici kontrakci a Pay receptory zodpovédné
za relaxaci hladkého svalstva (Kennedy a Burnstock, 1985). Pox a P2y receptory se dale
lisi mechanismem pienosu. P2x jsou nejcastéji spojeny s vapenatymi, sodnymi
nebo draselnymi iontovymi kanaly. Zatimco P2y jsou stejné jako P1 receptory sprazeny
s G-proteiny. Dosud bylo objeveno 15 typt P2 receptord (Burnstock a King, 1996).
Skupina P2x obsahuje 7 typd receptori — Paxi1 - Paxz a skupina P2y receptort
je charakterizovana 8 typy P2vi, P2v2, Pava, P2ve, P2v11 - P2y14. VSechny Pax a nékteré Poy
receptory (P2v1, P2v11 - P2v13) umoznuji transport ATP a ADP. Zbyli zastupci skupiny Pay
receptort (P2v2, Pava, Pove @ P2y14) preferuji transport UTP a UDP. Kromé plazmatickych
membran bunék hladké svaloviny, srdce a centrdlni nervové soustavy byly nckteré
receptory (Paxz, Paxa, Paxs, Paxz aPay2) nalezeny specificky v osteoklastech
a osteoblastech kosti a chondrocytech chrupavek (Hoebertz et al., 2000; Abbracchio
et al., 2003).
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2.2.3 Analoga nukleosidi a bazi pouzivana v 1ékarstvi

Analoga nukleosidl a bazi jsou synteticky vyrabéné derivaty, odvozené od ptivodnich
purinovych a pyrimidinovych forem. Jsou ucinné proti viriim, bakteriim a plisnim.
V mediciné naSla nukleosidovd analoga Siroké uplatnéni jako terapeutika pfii l1€cbé
nadorovych onemocnéni. V malignich bunkach omezuji replikaci a opravu DNA
nebo inhibuji enzymy podilejici se na syntéze purini a pyrimidini. To ma za nasledek
apoptozu nadorovych bun€k v prabéhu jejich ristu i bunééného déleni. Dale
jsou pouzivany jako imunosupresiva aléky s vasodilatatnimi ucinky proti vzniku
krevnich srazenin zplsobenych vysokym krevnim tlakem. Nukleosidova 1éciva
Jsou Vv organismu prenasena na misto uréeni nukleosidovymi transportéry CNT a ENT
(Stone a Simmonds, 1991; Rosen, 2002; Demir et al., 2015; Friedman et al., 2017;
Coulthard et al., 2018).

2.2.3.1 Purinova analoga

Do skupiny purinovych analog pouzivanych v Iékarstvi patii cytotoxicky thioderivat
hypoxantinu — merkaptopurin (MP) (Obr. 4). Pfi jeho syntéze dochazi k zaméné atomu
kysliku na Sestém uhliku purinového skeletu za atom siry. Tento hypoxantinovy
derivat ma imunosupresivni u¢inky a v organismu omezuje ¢innost imunitniho systému.
Jako imunosupresivum je MP pouzivan od padesatych let minulého stoleti u pacientt
trpicich autoimunitnimi chorobami. Napfiklad z&dnétlivd onemocnéni stfev, autoimunitni
hepatitida, revmatickd onemocnéni, aj. Mimo jiné je MP uZivéan jako chemoterapeutikum
pii 1é¢bé déti s akutni lymfoblastickou leukémii a také je pacientim podavan pro sniZeni
rizika odmitnuti transplantovanych organt nebo tkani (Friedman et al., 2017; Coulthard
etal., 2018). MP je v malignich bunkach ptetvafen v purinové zachranné draze enzymem
hypoxantinguaninfosforibosyltransferasou (HGPRT, EC 2.4.2.8) na 6-thioinosinmono-
fosfat, ktery je nasledné¢ preménén na 6-thioguanosin. Tento nukleosidovy analog
je fosforylovan na 6-thioguanosintrifostat (6-thioGTP), ktery je v nadorovych bunkach
zapojen do syntézy DNA. V roce 2018 bylo stfedem zajmu skupiny Coulthard et al.,
syntetizovat z vysoce cytotoxického 6-thioGTP jeho derivat 6-metylthioguanosin-
trifostat (6-metylthioGTP). U toho derivatu byla prokdzana vyrazné niz§i toxicita,
coz znamena slibnou budoucnost pro 1€¢bu nadorovych a autoimunitnich onemocnéni

(Coulthard et al., 2018).
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Obr. 4 Vzorce purinovych (merkaptopurin, pentostatin a kladribin) a pyrimidinovych (gemcitabin
a zidovudin) analogli pouzivanych jako lé¢iva.

K dal§im protinadorovym lé¢iviim patii purinova analoga pentostatin a kladribin (Obr. 4).
Mechanismem G¢inku je u obou Ié¢iv inhibice enzymu adenosindeaminasy (EC 3.5.4.4),
katalyzujici deaminaci adenosinu na inosin. Jedna se o jednu z reakci katabolismu purint.
Zablokovani degradace adenosinu vede k akumulaci ATP, které se pro bunku stava
toxickym (Stone a Simmonds, 1991; Demir et al., 2015). Pentostatin a kladribin
jsou zaméteny na 1é¢bu hematologickych nadord. Jedna se o rizné druhy leukémii

a lymfomu (Demir et al., 2015).

2.2.3.2 Pyrimidinova analoga

Mezi nukleosidova chemoterapeutika patii kromé purinovych analogti také pyrimidinové
derivaty. Jednim znich je napfiklad cytidinovy analog  gemcitabin
(2,2-difluorodeoxycytidin) (Obr. 4), pouzivany pii 1é¢bé nadoru prsu, plic, slinivky
a moc¢ového méchyte. Do nadorovych bunék je transportovan prostfednictvim CNTI,
CNT3 a ENTI. Gemcitabin méa v nadorovych buikéach n¢kolik mechanismt uc¢inku.
Jednim znich je zablokovani replikace a oprav DNA. Dochazi k zaclenénim
gemcitabinového nukleotidu do vlakna DNA, coZz znemoziuje navazani nasledujiciho
nukleotidu. Dal§im mechanismem U¢inku gemcitabinu je inhibice enzym podilejicich se

na syntéze cytosinovych nukleotidl (Kroep et al., 2002; Rosen, 2002).
13



Tymidinovy analog zidovudin (3-azido-3-deoxytymidin) (Obr. 4), dfive znamy
jako azidotymidin — AZT se pouziva jako antivirotikum pfi 1é€bé syndromu ziskané
imunodeficience  ,,Acquired ImmunoDeficiency  Syndrome“ -  (AIDS).
AZT je do cytosolu pienasen pomoci CNT1, CNT2 a CNT3 koncentra¢nich transportéru.
Nasledné je fosforylovan na nukleotidovy analog tymidinu — azidotymidintrifosfat,
ktery inhibuje reverzni transkriptasu (EC. 2.7.7.49) lidského viru imunodeficience
,Human Immunodeficiency Virus“ — (HIV). Reverzni transkriptasa je DNA
polymerasou, katalyzujici syntézu DNA pomoci zpétného piepisu genetické informace
zcizorodé RNA do hostitelské DNA. K zastaveni procesu dochdzi navazanim
nukleotidového analogu azidotymidintrifosfatu k nartistajicimu vldknu DNA, které

je okamzité degradovano (Furman et al., 1986; de Miranda et al., 1989).

2.3 Systém CRISPR/Cas9

V genovém inzenyrstvi se od roku 2012 stala fenoménem technologie ,,Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/ and CRISPR associated system 9 —
CRISPR/Cas9 (Jinek et al., 2012). Ve volném piekladu se jedna o pravidelné
se shlukujici systém kratkych palindromickych opakovani.

Technika je pouZzivana pro editaci genomu riznych organismu. Princip uprav genomu
spociva v inzerci, deleci nebo zamén¢ nukleotidd s cilem oznacit, aktivovat, deaktivovat,

odstranit nebo zmutovat ptislusné geny (Doudna a Charpentier, 2014).

Technika byla inspirovana piizptisobivou imunitni odpovédi CRISPR/Cas, vyskytujici se
u prokaryotickych organismii — bakterii a archaei. CRISPR/Cas brani prokaryotické
bunky proti invazi cizorodého genetického materidlu. Je tedy zaméfena na cizorodé
plazmidy a bakteriofagy, vii¢i kterym si bakterie a archea takto mohou vytvofit rezistenci
(Barrangou et al., 2007). Pti infekci cizorodou DNA reaguje hostitelska buiika okamzitou
syntézou specialni sekvence RNA — CRISPR RNA (crRNA) aproteinu Cas
s endonukleasovou aktivitou. Vlakno crRNA o délce 42 nukleotidl slouzi hostitelské
buiice k prohleddvani genomu S cilem nalézt konkrétni usek cizorodé DNA, tzv.
protospacer. Jedna se 0sekvenci 20 nukleotidd. K protospaceru  se nasledné
komplementarné navaze sekvence crRNA — spacer. Enzym Cas je poté schopen
Z hostitelského genomu vystiihnout cizorodou DNA, ktera je nasledné¢ degradovana
(Jinek et al., 2012).
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Existuji tfi druhy CRISPR/Cas systému, odlisné podle mechanismu imunitni odpovédi
atypu Cas proteinu. Nejlépe prozkoumanou a popsanou je druhd skupina, pro kterou
je charakteristicka endonukleasa Cas9 ,,CRISPR-associated protein 9 (EC 3.1.-.-),
ktera se prirozené vyskytuje u bakterie Streptococcus pyogenes. CRISPR/Cas9 systém
vyuziva krom¢& crRNA dalsi sekvenci RNA — transaktivaéni crRNA ,trans-activating
crRNA“ — (tracrRNA) dlouhou 75 nukleotidt, ktera piivadi endonukleasu Cas9 do mista
pusobeni. Na 3' konci crRNA je 22 nukleotidi komplementarné sparovano s 5' koncem
tracrRNA. Ob¢ vlakna RNA a Cas9 protein se v oblasti protospaceru shlukuji
do ribonukleoproteinového komplexu, ktery vytvari dvouvlaknovy zlom Vv cizorodé

DNA (Obr. 5A) (Jinek et al., 2012; Mali et al., 2013).

2.3.1 Mechanismus techniky CRISPR/Cas9

Technika CRISPR/Cas9 byla v porovnani s imunitnim systémem prokaryotickych bunék
vylepSena vytvorenim hybridniho vlakna navadéci RNA ,,single guide RNA*“ — (SgRNA)
(Obr. 5B). SgRNA zjednodusila mechanismus této molekularni techniky v in vitro
podminkach. Vlakno sgRNA vzniklo spojenim 3' konce crRNA s 5' koncem tracrRNA
pomoci ¢ty nukleotidové smy¢ky guaninu a t¥i adenini — GAAA (Jinek et al., 2012).

Cas9

protospacer

T, ST

, _ cilova DNA . ‘
J 3”'-______ N = k e o
SO [ erRNA S ) smydka
/T s/ GAAA

spacer

—— tacrRNA spojeni crRNA a tracrRNA = sgRNA

Obr. 5 Porovnani CRISPR/Cas9 pouzivajici ctRNA a tracrRNA v bunééném systému (A)
a techniky CRISPR/Cas9 s navadéci sgRNA (B). Pievzato a upraveno podle (Jinek et al., 2012).
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Cilova DNA obsahuje protospacer, ke kterému se komplementarné vaze spacer vlakna
SgRNA. SgRNA piivadi do mista editace genomu Cas9 protein. Endonukleasa Cas9
nasledné rozpoznava cilovou sekvenci DNA pomoci tzv. protospacer ptilehlého motivu
,Protospacer Adjacent Motif* — (PAM). PAM je sekvence tii nukleotidi NGG
odvozenych od CRISPR/Cas9 bakterie Streptococcus pyogenes. Na prvni pozici PAM
se miize nachazet jakakoliv baze, zatimco na druhé a tii pozici se vyskytuje guanin.
Protein Cas9 ma dvé na sob¢ nezavislé nukleasové domény HNH a RuvC (Obr. 6).
Tyto domény jsou homologni a kazdé z nich §tépi jedno z vlaken DNA. HNH nukleasova
doména vytvari zlom na protospaceru, ktery se nachazi na DNA komplementarni
ke spaceru sgRNA. Nukleasova doména RuvC stiiha protospacer, umistény na druhém
vlakné¢ DNA, které je nekomplementarni k sgRNA. Ob¢é domény §tépi DNA v oblasti
tii nukleotidu pied sekvenci PAM. Vznika dvouvlaknovy zlom DNA s tupymi (Obr. 7A)
nebo lepivymi (Obr. 7B) konci (Jinek et al., 2012; Li et al., 2013a; Mali et al., 2013;
Ran et al., 2013).

G
o=y
a—-Q
Q—Q
a=g
il G=0
o < 0—-@
— ’
Cas9 D—% 3’-UUUU g
3-8 :
205
L -0
5= Q
spacer D = sgRNA &
D — G
0D 0

5’ -GGACUUUUGCCAGCCAUGGU AAGGCUAGUCCGUUAUCAA
FCETEErrrrerrrrrnrl
3’..ATAACCTGAAAACGGTCGGTACCAGCCGCCAGTCCGAATA. .3’ ,
1 RAARAARRERR RN genomova DNA
5. . TATTGGACTTTTGCCAGCCATIGGTCGGCGGTCAGGCTTAT. .3 /

protospacer - PAM

Obr. 6 Mechanismus techniky CRISPR/Cas9. Pievzato a upraveno podle (Li et al.,2013a).
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genomova DNA

cileny gen
protospacer w PAM Ve
5'- . . CAGAAGAAGAAGGGC . . . CCAATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGACTAGGETGGTGGGCAAC. . . CTCTGGCCACTCCCT. . -3’

CEEErrrrrerreerr tere e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e TErr e e
3-. .GTCTTCTTCTTCCCG. . .GGTTACCCCTCCTGTAGCTACAGTGGAGGTTACTGATACCCACCACCCGTTG. . .GAGACCGGTGAGGGA. . -5

protospacer w PAM

5-. .CAGAAGAAGAAGGGC. . . CCAATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGACTAGGGTGGTGGGCAAC. . . CTCTGGCCACTCCCT. . -3

CErererrerreer terr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
3-. .GTCTTCTTCTTCCCG. . .GGTTACCCCTCCTGTAGCTACAGTGGAGGTTACTGATCCCACCACCCGTTG. . . GAGACCGGTGAGGGA. . -5

PAM A protospacer

Obr. 7 Editace cilové DNA pomoci techniky CRISPR/Cas9 za vzniku tupych (A) a lepivych (B)
konct vlaken DNA. Prevzato a upraveno podle (Ran et al., 2013).

2.3.2 Opravné mechanismy DNA

Cilem techniky CRISPR/Cas9 je vznik dvouvladknovych zlomG DNA, které se buiika
pfirozené snazi zpracovat opravnymi mechanismy. Prvnim, jednodu$$im a rychlejSim
zpusobem je nehomologni lepeni koncti ,,Non-Homologous End Joining“ — (NHEJ),
kdy jsou konce rozlomeného vlakna DNA nepiirozené spojovana. To ma za nasledek
vznik inzerci, deleci a zamén nukleotidd, které vedou k mutacim. Opravny
mechanismus NHEJ je organismy pouzivan jako rychla a dostupna moznost opravy
porusen¢ho vldkna DNA. V rdmci genového inzenyrstvi je NHEJ uzivano pro tvorbu

nahodnych editaci genomu (Mali et al., 2013; Ran et al., 2013).

Druhy opravny mechanismus —homologné fizené opravy ,,Homologous Directed Repair
— (HDR) je sofistikovan¢jsi, ale pro burnku energeticky naro¢né&jsi ptistup. Pribéh HDR
vyzaduje vloZeni kratké sekvence opravné DNA, podle které je porusena genomova DNA
komplementarné opravena (Obr. 8). Mechanismus HDR pouzivaji organismy pouze
pii bunécném déleni. Ve zbylych ptipadech je aplikovan NHEJ mechanismus. Piistup
HDR je v genovém inZenyrstvi pouzivan pro vytvoreni cilenych editaci ptislusného genu

(Mali et al., 2013; Ran et al., 2013).
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Obr. 8 Opravy dvouvlaknového zlomu pomoci NHEJ a HDR. Pievzato a upraveno podle
(Ran et al., 2013).

2.3.3 Predchudci techniky CRISPR/Cas9 a jejich porovnani

Mezi piedchiiddce techniky CRISPR/Cas9 patii editace provadéné pomoci restrikénich
endonukleas. Jedna se o proteinové domény, spojené s vlaknem DNA na zaklad¢ motivi
zinkového prstu ,,Zinc Finger* — (ZF) (Pavletich a Pabo, 1991) nebo efektoru podobného
transkripénimu  aktivatoru ,,Transcription Activator Like Effector® — (TALE)
(Boch et al., 2009; Moscou a Bogdanove, 2009). Proteinové domény obsahuji v ramci
obou motivi nukleasovou doménu Fokl. Podle motivi umoziujicich vazbu Fokl
k velkému zatezu vlakna DNA byly technologie pojmenovany jako ZF nukleasy (ZFNs)
a TALEN nukleasy (TALENS) (Kim et al., 1996; Christian et al., 2010).

Struktura ZFNs je tvofena dvéma doménami, obsahujici 30 aminokyselin. Domény
jsou upotadany do dvou f-listi a jedné a-Sroubovice, které jsou spojeny ptes dvojice
aminokyselin cystein ahistidin zine¢natym kationtem. ZF nukleasa je v ramci
postrannich fetézci ¢tyf aminokyselin a-Sroubovice spojena se tfemi nebo ¢tyfmi pary

bazi vlakna DNA (Pavletich a Pabo, 1991; Kim et al., 1996).
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Struktura TALENs zahrnuje vice opakujicich se domén, slozenych z 34 aminokyselin,
které jsou poskladany do dvou a-$roubovic. TALENSs jsou pomoci postrannich fetézctu
12. a 13. aminokyseliny spojeny s jednim parem nukleotidi vlakna DNA, kde dochazi
ke vzniku dvouvlaknového zlomu. Dvouvlaknové zlomy vzniklé pomoci technik ZFNs
a TALENS, jsou rovnéz jako U techniky CRISPR/Cas9 opravovany mechanismy NHEJ
nebo HDR (Boch et al., 2009; Christian et al., 2010).

Pouzivani technik ZFNs a TALENS je omezeno nizkou ucinnosti a specifitou. Mimo jiné
také obtiznou syntézou nukleasovych proteinti. Dnes jsou tyto techniky v rutinni praxi
nahrazovany uc¢innéj$i, jednodussi, rychlejsi a cenové dostupnéjsi technikou
CRISPR/Cas9 (Ran et al., 2013; Doudna a Charpentier, 2014). Technika CRISPR/Cas9
ma vsak jednu nevyhodu. Umoziiuje vznik nespecifickych modifikaci na zaklad& usekt
,off-target, které jsou shodné s nepfili§ unikatni sekvenci PAM (Fu etal., 2013).
V lidském genomu se Gseky off-target nachazi v priméru kazdych 8 — 12 nukleotidi
(Hsu et al., 2013). Dvouvlaknové zlomy DNA proto mohou vznikat Vv jinych ¢astech
genomu mimo cilenou sekvenci protospaceru. Pokud je dvouvlaknovy zlom opraven
pristupem NHEJ, dochazi k tvorbé nezadoucich mutaci, které mohou mit mutagenni
uc¢inky. Tyto zmény v genomu detekované DNA sekvenaci je mozné odstranit ptisobenim

riznych endonukleas (Fu et al., 2013; Ran et al., 2013).
2.3.4 Aplikace techniky CRISPR/Cas9

V roce 2012 se technika CRISPR/Cas9 zacala pouzivat v in vitro podminkach pro upravy
genomu mnoha riznych modelovych organismi. Nejprve se jednalo o genové editace
bakterii (Jiang et al., 2013), nasledné byla technika aplikovana na eukaryotické modelové
organismy: kvasinky (DiCarlo et al., 2013), cervy (Friedland et al., 2013),
octomilky (Gratz et al., 2013), sav¢i bunééné linie (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013),
mysi (Wang et al., 2013b), krysy (Lietal., 2013c,b), rostliny (Lietal., 2013a;
Nekrasov et al. 2013), plodiny jako je ryZe a pSenice (Shan et al., 2013) a mnoha dalsich.
V roce 2014 byla technika poprvé pouzita na upravu genomu embrya opice javské

(Niu et al., 2014) a o rok pozdégji k Gipravé genomu lidského embrya (Liang et al., 2015).
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Aplikace techniky CRISPR/Cas9 je velmi rozmanitd. Kromé genového inZenyrstvi,
kde je pouzivana k upravé genomu zminénych modelovych organismi, je technika
aplikovana Vv syntetické biologii k manipulaci s DNA pro vytvofeni novych modelovych
organismi (Katz et al., 2018). Mimo jiné jetato technika uplatiovana také
ve farmakologii a mediciné k vyvoji 1ééby riiznych onemocnéni, jako jsou napiiklad
ischemicka choroba srde¢ni (Ding et al., 2014), AIDS (Liao et al., 2015), dédi¢na
metabolicka porucha tyrosinémie (blokace metabolismu tyrosinu) (Pankowicz et al.,
2016), rakovina (Platt et al., 2014), aj. Dale je CRISPR/Cas9 v ramci biotechnologie
a zem&d¢lstvi pouzivana pro zdokonalovani geneticky modifikovanych plodin, napf.:
pro zvyseni obsahu proteinu v s6ji a vyvinuti jeji resistence vici herbicidim (Rojas Arias

etal., 2017).

2.4 Metabolomika

Metabolomika se jako samostatny védni obor zabyva studiem nizkomolekularnich latek
(metabolitdl) pfitomnych v Dbiologickém materialu. Souhrnem vSech extra-
a intracelularnich metaboliti je metabolom (Dunn et al., 2013). V klinické praxi
jsou metabolomické experimenty casto zaméfovany na identifikaci metabolitu,
které jsou svou pfitomnosti nebo hodnotou koncentrace danych latek specifické
pro vyskyt metabolickych poruch aslouzi jako biomarkery pro jejich stanoveni
(Vaclavik et al., 2018).

Metabolomika vyuziva dvou hlavnich pfistupti — cileny a necileny (metabolomické
profilovani). Metabolomické analyza je vicestupfiovym procesem (Obr. 9), ktery vyuziva
poznatkl z analytické chemie, biochemie, biologie, statistiky a dal$ich ptibuznych obori.
Cileny a necileny pfistup metabolomické analyzy je zaloZen na aplikaci hmotnostni
spektrometrie jako detekéni techniky spojené se separacnimi chromatografickymi

metodami (Dunn et al., 2013; Kirwan, 2013).

Pro zpracovéni dat pouzivd metabolomika metody statistické analyzy. Jednd se o metody
jednorozmérné, které nahliZzeji na soubor dat vramci jedné dimenze a metody
vicerozmérné analyzujici data ve vicedimenziondlnim prostoru. Grafickymi
interpretacemi jednorozmérnych metod jsou naptiklad krabicové a vulkanové grafy,
korelaéni mapy, aj. (Kirwan, 2013). Vicerozmérné statistické analyze je vénovana

nasledujici kapitola.
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» Formulace klinického problému.
* Existujici biomarkery choroby a patobiochemie choroby.
* Nova metabolomicka pozorovani.

Uvaha nad
problémem

* Podstata vyzkumu / pocet vzorkt / definice skupin.
* Pristup metabolomické analyzy - cileny / necileny.

Navrh * Typ vzorku: tkané€ / bun&cné linie / télni tekutiny.
ORI  Standardizace odbéru.

* Priprava vzorku z biologického materialu.
* Extrakce tkani / bunék / télni tekutiny.
Sieazl © .Quenching (zastaveni metabolismu).
vzorku * Minimalizace objemu vzorki.

* Cileny / necileny pfistup.

* Separacni metody: LC / GC / CE.

* Hmotnostni spektrometrie: Orbitrap / trojity kvadrupéol QqQ / Q-TOF.
* Vzorky v nahodném potadi / QC vzorek / blank.

* Cileny pfistup: integrace pikti / testovani linearity.
* Necileny pristup: detekce pikti / zarovnavani / odstranéni adukti / identifikace.
ProceSS|ng O Nahrazeni nulOV}"Ch hOant.

dat * LOESS korekce.

* QC test stability.
* Log / clr/ pgn transformace.

UEUBCIMERS . Skalovani / centrovén.

dat

* Detekce odlehlych bodi.
* Test normality.

v * Jednorozmérnd analyza: t-test / rozdil mediant / vulkdnové a krabicové grafy /
Staticka ROC kiivka / korelace.

GEREER . Vicerozmérni analyza: PCA / CA / PLS-DA / OPLS-DA / SPLS-DA.

* Vztahy v metabolickych drahéach.
* Biologické vysvétleni.
el * Klinicka podstata.
WAIELISIMN + Strukturni objasnéni / ovéteni vysledk.

Obr. 9 Jednotlivé kroky metabolomické analyzy. Vyznam vSech zkratek je uveden jako pfiloha
(viz kapitola 9.1). Pievzato a upraveno podle (Kirwan, 2013).
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2.4.1 Vicerozmérna statisticka analyza

Cilem metod vicerozmérné statistické analyzy ,,MultiVariate Data Analysis®“ (MVDA)
v metabolomice je analyza rozsahlych souboru dat. Mimo jiné slouzi metody MVDA také
k vizualizaci dat a zjednoduseni jejich interpretace S €0 nejlepSim zachovanim variability

mezi metabolity (proménnymi) (Kirdar et al., 2008; Worley a Rowers, 2013).

Metody MVDA se déli na nesupervizované a supervizované (Obr. 10). Cilem
nesupervizovanych metod je rozdélit vzorky do shlukt (skupin) bez predem zndmych
informaci o rozdéleni (Worley a Rowers, 2016; Granato et al., 2018). Mezi
nesupervizované metody patii analyza hlavnich komponent ,,Principal Component
Analysis“ — (PCA) (Pearson, 1901) aklastrova neboli shlukova analyza ,,Cluster
Analysis“— (CA) (Oliveri a Simonetti, 2016). Naopak supervizované metody déli vzorky
do skupin na zaklad¢ informaci o pfislusnosti vzorkt ke skupinam. Jedna se 0 pfedem
znamé informace, které se tykaji naptiklad pohlavi, stavu nemoci, stravovacich navykl
atd. (Liland, 2011; Worley a Rowers, 2016). K supervizovanym metodam se fadi
napiiklad diskriminacni analyza metodou dil¢ich nejmensich ¢Etverct ,,Partial Least
Squares Discriminant Analysis® — (PLS-DA) (Barker a Rayens, 2003) a ortogonalni
diskrimina¢ni analyza metodou dil¢ich nejmensich étverct ,,Orthogonal Partial Least
Squares Discriminant Analysis“ — (OPLS-DA) (Trygg a Wold, 2002; Worley a Rowers,
2016).

Pro zvyseni spolehlivosti vysledkit MVDA je vhodné kombinovat nesupervizované
metody se supervizovanymi. Nejpouzivanéj$i kombinaci v metabolomice je spojeni
metod PCA a OPLS-DA (Worley a Rowers, 2016; Granato et al., 2018).

‘ vicerozmérna statisticka analyza ‘

AN

| nesupervizované metody ‘ ‘ supervizované metody ‘
shlukova
PCA analyza PLS-DA a OPLS-DA

Obr. 10 Schéma rozdéleni metod MVDA. Pievzato a upraveno podle (Granato et al., 2018).
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2.4.1.1 Nesupervizované metody

Nesupervizovana metoda PCA slouzi k vizualizaci rozsahlého souboru dat a k zobrazeni
vztahti mezi jednotlivymi pozorovanimi (vzorky). Data jsou vyjadfovana pomoci
hlavnich komponent ,,Principal Components®“ — (PCs), které jsou konstruovany
z pivodnich proménnych se snahou zachovat co nejvétsi moznou variabilitu.
Matematicky je kazda PCs vyjadiena jako linearni kombinace VvSech puvodnich
proménnych. Pocet PCs odpovida poctu pozorovani. V prostoru se PCs vzajemné
neprolinaji, protoze jsou vuéi sob& ortogonalni. Diky PCs dochazi k redukci
dimenzionality, kdy poctu dimenzi odpovidd pocet PCs. Pro reprezentaci dat a snazsi
vizualizaci jsou vybirany pouze prvni dvé nebo tii PCs. Vystupy PCA jsou tudiz
vizualizovany ve dvou- nebo tfirozmérném prostoru. Vyhodou redukce dimenzionality
pomoci PCA je, Ze téméf nemd vliv na ztratu informaci, které se tykaji rozsahlého

souboru dat (Wold et al., 1987; Oliveri a Simonetti, 2016; Granato et al., 2018).

Grafickymi reprezentacemi PCA jsou bodové diagramy — skorovy (Obr. 11) a zatézovy
graf (Wold et al., 1987). Skorovy graf idealné¢ zobrazuje oddélené skupiny vzorku,
kdy kazda skupina zahrnuje vzorky s podobnym metabolomickym profilem. Naopak
odd¢lené skupiny vzorkli se v metabolomickém profilu 1isi. Na zakladé rozdilného
metabolomického profilu je tedy mozné rozlisit napiiklad vzorky pacientli a kontrol.
Zatézovy graf zobrazuje proménné, které jsou pro oddé€leni jednotlivych skupin vzorkt
nejvyznamngéjsi. Jedna se o dopliujici graficky vystup skorového grafu (Kirdar et al.,
2008; Oliveri a Simonetti, 2016; Worley a Rowers, 2016).
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Obr. 11 Priklad skorového grafu PCA. Barevné body odpovidaji vzorkiim, rozdélenym
do jednotlivych skupin. Pfevzato a upraveno podle (Oliveri a Simonetti, 2016).

Ose x u obou grafi odpovidd PC1 a ose y PC2. Ve trojrozmérném prostoru odpovida
ose z PC3. M¢titkem 0s je tzv. skore, které odpovida hodnoté ptislusnych PCs u kazdého
bodu v grafu. Do grafti se vétSinou piidava také informace o procentu variability
vysvétlené kumulativné pomoci zobrazenych PCs. Maximalni hodnoté zachované
variability odpovida PC1, druhé nejvyssi PC2, piipadné tfeti nejvyssi PC3 (Oliveri
a Simonetti, 2016; Granato et al., 2018).

Dalsi nesupervizovanou metodou MVDA je CA. Jejim cilem je, stejné jako u PCA,
vyhledavat zavislosti mezi proménnymi a oddé€lit vzorky do skupin na zakladé
podobnosti metabolomického profilu. Grafickou reprezentaci CA je dendrogram.
Dendrogram je diagram zavislosti relativni vzdalenosti mezi jednotlivymi skupinami
vzorkl (osa y) na mife shlukovani (osa x). Metoda CA pouziva dva postupy pro déleni
vzorkd: hierarchicky a nehierarchicky. Hierarchicky postup rozdéluje vzorky do skupin,
které mohou byt dale déleny do podskupin (Obr. 12). Problematiku shlukovani fesi
v ramci hierarchické CA dva algoritmy — aglomerativni a divizivni. Prvni algoritmus
spojuje jednotlivé vzorky nejprve do mensich skupin, ty poté do vétsich, az jsou nakonec
vSechny vzorky spojeny do jedné velké skupiny. Druhy algoritmus pracuje na opa¢ném
principu. Cilem obou algoritmi je identifikovat takovy krok shlukovani, ve kterém
je dosazeno co nejidealnéjsiho rozdéleni vzorkd do skupin (Oliveri a Simonetti, 2016;

Granato et al., 2018).
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Obr. 12 Priklad grafické reprezentace hierarchické CA — denrogram. Barevné Cary oznacuji
ptislusnost vzorka k jednotlivym skupinam. Pfevzato a upraveno podle (Liland, 2011).

2.4.1.2 Supervizované metody

Supervizované metody slouzi jako nastroj MVDA pro vizualizaci rozsahlého souboru dat
a vyhleddvani zavislosti mezi proménnymi. Supervizované metody jsou zpravidla
kombinacemi regresni a diskriminacni analyzy (Worleya Rowers, 2013; Oliveri
a Simonetti, 2016).

Regresni analyza klasifikuje zavislosti mezi proménnymi. Podle poétu proménnych,
zahrnutych V regresnim modelu, mize byt regrese bud’ jedno- nebo vicerozmérna.
Z hlediska povahy modelovaného vztahu je moZno regresi dale délit na linedrni
a nelinearni (Oliveri a Simonetti, 2016). Vicerozmérna linearni regrese ,,Multiple Linear
Regression” — (MLR) je zakladni statistickou metodou, ktera hleda linearni zavislost
mezi veétSim poctem zavislych a nezavislych proménnych. Metodu MLR vyuziva
PLS-regrese ,,Partial Least Squares-Regression® — (PLS-R). Jedna se o kombinovanou
metodu, ktera vznikla spojenim MLR a PCA. PLS-R analyzuje v souboru dat
kvantitativni zavislosti mezi dvéma skupinami promeénnych. Stejné jako PCA shrnuje
PLS-R velky pocet proménnych do mensiho poctu komponent (PLS komponenty) s cilem
snizit dimenzionalitu grafického vystupu (Wold et al., 2001; Oliveri a Simonetti, 2016).
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Diskriminaéni analyza ,Discriminant Analysis“ — (DA) je supervizovand metoda,
ktera slouzi k diskriminaci a klasifikaci vzorki do skupin. DA odhaduje pro kazdou
skupinu vzorkt hustotu pravdépodobnostniho rozd€leni podle vybérové charakteristiky
sttedni hodnoty a rozptylu proménnych. Jednim z typt DA je linearni diskriminacni
analyza ,Linear Discriminant Analysis“ — (LDA). Cilem LDA je nalézt linearni
kombinace proménnych pomoci tzv. diskrimina¢ni funkce, ktera rozdéluje vzorky
do jednotlivych  skupin  podle podobnosti  metabolomického profilu.  Skupiny
jsou v grafickém vystupu od sebe separovany piimkou (Barker a Rayens, 2003; Oliveri
a Simonetti, 2016).

LDA je casto kombinovana s regresnimi metodami. Napiiklad spojenim LDA a PLS-R
je kombinovana supervizovana metoda PLS-DA (Barker a Rayens, 2003). PLS-DA
vyhledava kvantitativni zavislosti mezi proménnymi (stejné jako PLS-R) a zaroven slouzi
k diskriminaci a klasifikaci vzorki do skupin (jako LDA). PLS-DA je mimo jiné
pouzivana pro redukci dimenzionality. Narozdil od PCA a PLS-R, které redukuji
dimenze na zaklad¢ variability proménnych, PLS-DA snizuje pocet dimenzi S vyuzitim

variability skupin vzorkt (Wold et al., 2001; Barker a Rayens, 2003).

Variantou metody PLS-DA je fidka diskriminaéni analyza metodou dil¢ich nejmensich
¢tverct ,,Sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis“ — (SPLS-DA) (Chung
a Keles, 2010). Metoda SPLS-DA ma stejné pouziti jako PLS-DA. Jeji vyhodou je vsak
to, ze pracuje pouze s proménnymi, které se pro kazdou PLS komponentu ukazuji
V interacnim procesu jako vyznamné. To ma zanasledek zjednoduSeni interpretace

souboru dat (Lé Cao et al., 2011).

V metabolomice je namisto supervizované metody PLS-DA ¢asto pouZzivan analogicky
ptistup — OPLS-DA. Oproti PLS-DA metodé OPLS-DA konstruuje PLS komponenty tak,
aby byly vii¢i sob¢ ortogonalni (stejn€ jako v PCA). OPLS-DA pouzivé navic v porovnani
se zminénymi metodami spektralni techniku korekce ortogonalniho signalu ,,Orthogonal
Signal Correction® — (OSC). OSC je pouzivana v ramci OPLS-DA metody jako prvni
uprava souboru dat. OSC funguje jako filtr, ktery pii konstrukci druhé, ortogonalni PLS
komponenty systematicky odstrafiuje takovou ¢ast variability, kterd plivodné souvisela
S prvni PLS komponentou. Stejny princip je aplikovan pii tvorbé dalSich PLS komponent.
Cilem OPLS-DA metody je tedy snizit komplexnost vicerozmérného modelu v prostoru

a zlepsit jeho interpretaci (Trygg a Wold, 2002; Worley a Rowers, 2016).
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Pro ovéfeni kvality a spravnosti vystupnich modelt metod PLS-DA a OPLS-DA
je pouzivan permutaéni test. Permutaéni test je zaloZen na aplikaci dvou parametri — Q2
a R?, které jsou vztazeny k ose y. Parametr R?y testuje spravnost rozdéleni vzorki
do skupin (pokud R?%y = 1, dochazi k idealnimu rozdéleni) a parametr Q?y popisuje
prediktivni schopnost modeli (Q?%y = 1 znaéi idedlni piedvidatelnost modelu
pro rozdéleni vzorka do skupin). O statistické vyznamnosti permuta¢niho testu rozhoduje

p-hodnota obou parametra z t-testu (Triba et al., 2015).

Zakladnimi grafickymi reprezentacemi metod PLS-DA, SPLS-DA a OPLS-DA
jsou stejné jako U nesupervizované metody PCA skoérovy a zatézovy graf. DalSim
grafickym vystupem metody OPLS-DA je graf vyznamnosti proménnych v projekci
,»Variable Importance for the Projection” — (VIP graf). VIP graf je sloupcovy diagram,
ktery shrnuje vysledky ze skorového a zatézového grafu pro zobrazeni nejvyznamnéjsich
proménnych, které nejlépe rozd€luji dvé porovnavané skupiny vzorkl. Potadi
proménnych je ureno podle relativni vyznamnosti (Wold et al., 2001; Kirdar et al.,
2008).

Pro statistické zpracovani dat této diplomové prace byly pouzity metody
jedno- a vicerozmérné statistické analyzy. Vysledky byly vizualizovany pomoci
jednorozmérnych reprezentaci (vulkdnové a krabicové grafy) a vicerozmérnych
reprezentaci (skorové grafy metod PCA, PLS-DA a OPLS-DA a VIP grafy metody
OPLS-DA).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Biologicky material

V experimentalni ¢asti této diplomové prace byly pouzity HelLa buné¢né linie, editované
pomoci molekularni techniky upravy genomu CRISPR/Cas9. Bunécné linie byly
po upravé genomu deficitni pro jednotlivé enzymy PDNS: trifunkéni enzym GART —
glycinamidribonukleotidsyntetasa (GARS, EC 6.3.4.13), glycinamidribonukleotid-
transformylasa (GART, EC 2.1.2.2) a fosforibosylaminoimidazolsyntetasa (AIRS,
EC 6.3.3.1); monofunkéni enzym fosforibosylformylglycinamidinsyntetasa (PFAS,
EC 6.3.5.3), bifunk¢ni enzym PAICS — fosforibosylaminoimidazolkarboxylasa (CAIRS,
EC 4.1.1.21) a fosforibosylaminoimidazolsukcinokarboxyamidsyntetasa (SAICARS, EC
6.3.2.6); monofunk¢ni enzym adenylosukcinatlyasa (ADSL, EC 4.3.2.2) a bifunkéni
enzym ATIC - fosforibosylaminoimidazolkarboxamidformyltransferasa (AICART,
EC 2.1.2.3) ainosinmonofosfatcyklohydrolasa (IMPCH, EC 3.5.4.10). Jako kontrola
poslouzila linie HeLa bun¢k bez editace genomu. Kazda linie byla kultivovana
v hexaplikatu. Bun&né linie byly ziskany z Ustavu dédi¢nych metabolickych poruch

Vseobecné fakultni nemocnice v Praze a 1. 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy.

3.1.2 Chemikalie

Kyselina octova a hydroxid amonny (LC-MS); acetonitril (LC-MS); 60% a 80% metanol
(LC-MS); voda (LC-MS), byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

3.2 Pristrojové vybaveni

Sonikator (Ultrasonic Homogenizer 4710 series, Cole and Palmer); chlazena centrifuga
(Rotina 410, Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Némecko); vortex (V-1 plus, Biosan,
Riga, Lotyssko); ultrazvukova lazeii (PS-40A, Jeken, Guangdong, Cina); pH metr
(Cyberscan pH 510, Thermo scientific, Waltham, MA, USA); lyofilizator (Freezone,
Labconco, USA); kapalinovy chromatograf UHPLC UltiMate 3000 RS (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA), hmotnostni spektrometr LTQ Orbitrap Elite (Thermo Fisher
Scientific, Franklin, MA, USA) a tandemovy hmotnostni spektrometr Triple Quad 6500
(Sciex, Framingham, MA, USA).
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3.3 Metody

3.3.1 Kultivace a sklizeni HeLa bunék

Defektni a kontrolni HeLa buiiky byly kultivovadny v bunééném médiu ,,Dulbecco's
Modified Eagle's Medium* — (DMEM), které obsahovalo 10% fetalni hovézi sérum a 1%
penicilin/streptomycin. Médium defektnich bunéénych linii bylo obohaceno o adenin
(3x10° mol.IY). Den pied sklizenim byly vsechny bundéné linie pieneseny
do bezpurinového média ,,Minimum Essential Medium“ — (MEM). MEM bylo

obohaceno 0 10% dialyzovaného fetalniho hovéziho séra a 1% penicilinu/streptomycinu.

Sklizeni HeLa bunék bylo provedeno podle (Wojtowicz et al., 2012). Pracovni postup byl
upraven sohledem na pouzity kultivacni material. Nejprve bylo z kultivaéni lahve
odstranéno bunétné médium. Pro zastaveni metabolismu bunék a oplach veskerého
kultiva¢niho média bylo do kultivaéni lahve piidano 2 x 20 ml 60% metanolu (-50 °C).
Pro extrakci byl ptidan 1 ml 80% metanolu (-50 °C), poté byly buiikky mechanicky
seSkrabany. Extrakt bunék byl dale piepipetovan do zkumavky. Zbylé buiky byly
z kultivaéni lahve opét extrahovany pfidanim 2 ml 80% metanolu (-50 °C). Extrakty
bunék byly spojeny a nasledné sonikovany (2 X po 30 s) a centrifugovany (5 min, 1 800g,
4 °C). Supernatanty bunéénych lyzata byly pieneseny donovych zkumavek

a lyofilizovany.
3.3.2 Priprava HeLa bunék pro analyzu

Vsechny lyofilizaty byly za pouziti vortexu rozpustény v 200 pl 80% metanolu (-50 °C).
Poté byly centrifugovany (15 min, 15 000g, 4 °C) a odebrané supernatanty byly
ptrepipetovany do vialek a pouzity kanalyze. Pro vzorek kontroly kvality (QC)

bylo z kazdého vzorku odebrano 5 pl.

3.3.3 Priprava mobilnich fazi

Mobilni fazi A tvofil octan amonny o koncentraci 0,02 mol.I* a pH 9,75. Nejprve byl
pfipraven zfedény roztok kyseliny octové, smisenim 1000 ml vody s1,14 ml
koncentrované kyseliny octové. Octan amonny byl vytvofen titraci zfedéného roztoku

kyseliny octové hydroxidem amonnym. Mobilni faze B byla slozena pouze z acetonitrilu.
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3.3.4 LC-MS necilena metabolomicka analyza HeLa bunéénych linii

Pro LC-MS necilenou metabolomickou analyzu defektnich HeLa bunéénych linii
byl pouzit kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 RS spojeny s vysoko rozliSujicim

hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Elite.

Pro chromatografickou separaci byla pouzita ultrau¢inna kapalinova chromatografie
,Ultra-High Performance Liquid Chromatography“ — (UHPLC). Separace byla
provedena na koloné Luna NHz 3 um, 100 A, 100 x 2 mm (Phenomenex, Torrance, USA)
s aminopropylovou stacionarni fazi. Kolona byla vyhfivana na teplotu 35 °C. Separace
probihala v systému normalnich fazi hydrofilni interakéni chromatografie ,,Hydrophilic
Interaction Chromatography* — (HILIC). Jako mobilni faze A byl pouzit roztok octanu
amonného (0,02 mol.I"t; pH 9,75) a mobilni fizi B byl acetonitril. Gradientova eluce
probihala nasledujicim zpisobem (Obr. 13): prvni minutu analyzy byl pomér mobilnich
fazi—5 % A a 95 % B. Nasledné od 2 — 7 min tento podil rostl ve prospéch mobilni faze
A. V rozmezi 7 — 13 min analyzy byl podil mobilnich fazi konstantni — 90 % A a 10 %
B. Poté v pribéhu 1 min poklesl podil zpét do pivodniho poméru. Od 14 min byl
az do konce separace zachovan staly podil mobilnich fazi — 5% A a 95 % B. Béhem
separace byl konstantni priitok mobilnich fazi 0,3 ml.min™t. Analyza probihala 17 min

a pro nasttik bylo pouzito vzdy 5 ul vzorku.

1007 g2 :g_oo }"— %A
N %B
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Obr. 13 Zaznam prubehu gradientové eluce.
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Po separaci byla provedena detekce pomoci hybridniho hmotnostniho spektrometru
Orbitrap Elite. Pro ionizaci byla pouzita me¢kka ioniza¢ni technika elektrosprej (ESI)
V pozitivnim moddu s nasledujicimi parametry: teplota kapilary 350 °C, teplota iontového
zdroje 300 °C, napéti spreje 3,00 kV, pomocny plyn 10 Arb, zmlzovaci plyn 35 Arb.
Analyza byla provedena pii rozliseni 60 000 FWHM. V prubéhu hmotnostni detekce byl
meéfen plny sken spektrum v hmotnostnim rozsahu 70 — 1500 m/z. Piesnost méfeni byla
zajiSténa metodou interni kalibrace (Lock mass) do 1 ppm. Pro ovladani systému a sbér
dat byl pouzit program Xcalibur 2.2™. Detekce piki byla provedena programem

Compound Discoverer 3.0.0.294 (Thermo Scientific™).

3.3.4.1 Fragmenta¢ni analyza vybranych ,,features*

Soucasti necilené metabolomické analyzy bylo provést fragmentacni analyzu vybranych
»features s cilem jejich identifikace. Fragmentacni analyza byla provedena pomoci
zminéné LC-MS analyzy necileného metabolomického ptistupu. Podminky separace
a parametry detekce byly stejné (viz kapitola 3.3.4). Metoda se liSila pouze v hodnoté
rozliSeni, které bylo sniZzeno na 15 000 FWHM a ve hmotnostnim rozsahu, ktery byl
upraven vzdy dle mé&fené hodnoty m/z. lonizace byla provedena Vv pozitivnim

I negativnim modu ESL

Fragmentacni spektra byla ziskdna na zdklad€ data dependentni analyzy ,,Data Dependent
Analysis®“ — (DDA). Bylo fragmentovano pét nejintenzivngjSich hodnot m/z ve skenu
z tzv. Parent listu (seznam vybranych hodnot m/z; viz kapitola 3.3.6). Pro fragmentaci
byla zvolena technika kolizi indukované disociace (,,Collision Induced Dissociation®) —
CID snormalizovanou kolizni energii ,,Normalized Collision Energy“ — (NCE)
0 hodnoté 35. Izola¢ni Sifka fragmentace byla nastavena na 2 Da, minimalni signal

byl 1000. Pfesnost méfeni byla do 3 ppm.
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3.3.5 LC-MS cilena metabolomicka analyza HeLa bunéénych linii

Necilena metabolomicka analyza HeLa bunécnych linii byla doplnéna o LC-MS cilenou
metabolomickou analyzu, kterd byla provedena pomoci zminéné separacni metody
UHPLC (viz kapitola 3.3.4) spojené standemovym hmotnostnim spektrometrem
Triple Quad 6500. Nastiik vzorkt byl 3 pl. Za uc¢elem dosazeni identifikace komplexniho
metabolomu bylo aplikovano pfepinani polarit (,,polarity switchng*) ESI v ramci jedné
analyzy. Teplota viontovém zdroji byla nastavena na 400 °C, napéti na kapilaiec
Vv iontovém zdroji bylo od -4500V do 5500 V. Tlak zmlzovaciho, suSiciho plynu
a ,curtain gas“ byl 40 psi. Detekce probihala v scheduled MRM mddu ,,Scheduled
Multiple Reaction Monitoring* (SMRM), kdy dochazelo ke sledovani produktu rozpadu
vybraného molekularniho iontu v ¢asovém okné 5 min piislusného metabolitu. Namétena

data byla zpracovana v programu MultiQuant™ 3.0 (AB Sciex, Framingham, MA, USA).

3.3.6 Statistické zpracovani dat

Naméfena data z necileného a cileného pfistupu metabolomické analyzy byla statisticky
zpracovana v programu ,,R“ (www.r-project.org, 2019, verze 3.5.0). Nejdiive byla
provedena interpolace dat metodou LOESS ,,locally weighted regression®, ktera slouzi
k odstranéni systematické chyby. Poté byl z QC vzorku spocitan varia¢ni koeficient (CV).
Vsechny metabolity, které mély CV nad 30 %, byly vylouceny. Na data byla nasledné
aplikovana tzv. ,clr“ transformace (Centered Log-Ratio) a centrovani na nulu.
Pro co nejvétsi objektivnost vyznamnosti ziskanych vysledk z namétenych dat bylo
aplikovano vice statistickych metod, zahrnujici jednorozmérnou  statistiku
a vicerozmérnou statistiku s nesupervizovanym i supervizovanym piistupem. Grafickymi
vystupy byly: skoérovy graf metod PCA, PLS-DA, OPLS-DA, VIP graf metody
OPLS-DA, krabicovy a vulkanovy graf.

Na zaklad¢ VIP grafu metody OPLS-DA bylo zobou analyz vybrano vzdy
20 ,features“/metabolitti, které byly nejvice vyznamné v ramci jednotlivych defektnich

HeLa linii v porovnani s kontrolou.
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Jako ,.features® jsou oznaCovany vsSechny nalezené m/z signaly. Jedna se naptiklad
protonované a deprotonované molekuly, fragmenty, vicendsobn¢ nabité ionty, izotopové
isomery, sodné ¢i draselné adukty atd. ,,Features* jednoho metabolitu maji stejny retencni

Cas, ale jinou hodnotu m/z (Dunn et al., 2013).

3.3.7 Identifikace metabolitii a jejich biochemicka interpretace

Identifikace metabolitti byla provedena na zakladé porovnavani piesné hodnoty m/z
a ptislusného fragmentacniho spektra v riznych internetovych databéazich: mzCloud
(www.mzcloud.org), Metlin (https://metlin.scripps.edu), LIPID MAPS ,Lipid
Metabolites And Pathways Strategy* (https://www.lipidmaps.org) a HMDB ,,Human
Metabolome DataBase* (http://www.hmdb.ca). Vybrané lipidy byly identifikovany
pomoci programu LipidSearch (verze 4.2.21). Meziprodukty PDNS byly identifikovany
porovnanim MS? spekter publikovanych dfive (Madrova et al., 2018). K biochemické
interpretaci dat byly vyuzity vySe zminéné internetové databaze, dale KEGG ,,Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes* (https://www.genome.jp/kegg) a zejména reserse

odbornych publikaci tykajicich se vyznamnych metabolitd.

Pro nazornou interpretaci nc¢kterych metabolitli cilené metabolomické analyzy byly
pouzity metabolické mapy, které¢ byly z internetové databaze KEGG upraveny v ,R*

programu balickem ,,Pathview* (Luo a Brouwer, 2013) pro barevnou vizualizaci.
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4 VYSLEDKY

4.1 Necilena metabolomicka analyza HeLa bunéénych linii

Pomoci programu Compound Discoverer 3.0.0.294 (Thermo Scientific™) bylo v ramci
méfeného hmotnostniho rozsahu m/z 70 — 1500 detekovano celkem 11729 , features*
v reten¢nim Case 0 — 17 min. Pro redukci poctu ,features* bylo v tomto programu
aplikovano nékolik filtru (Tab. 2). Dale byla na datech provedena korela¢ni analyza,
ktera slouzila k odstranéni fragmentti a rGznych aduktd. Po nésledném statistickém
zpracovani dat byl kone¢ny pocet ,,features* 739.

Tab. 2 Souhrn filtrG pouzitych k redukei poctu ,,features” ziskanych necilenou metabolomickou
analyzou HeLa bunéénych linii.

druh filtru nastaveni
ptitomnost v pozadi (Backround) nepovoleno
velikost pikl (Area) vEtsi nez 4000
variacni koeficient ve skupiné (Group CV) mensi nez 150 %

relativni smérodatna odchylka velikosti pikti QC vzorkid (RSD QC Areas) mensi nez 30 %
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4.1.1 Statisticka analyza vSech linii

Pomoci nesupervizované metody PCA doslo k rozd€leni vzorkt do skupin,
které odpovidaly piislusnym defektim PDNS — PFAS, PAICS, ADSL a ATIC. Naopak
vzorky linie GART a kontroly nebyly separovany, ¢asteéné se prekryvaly (Obr. 14).

ATIC

PC2 — 15.94 %
o
2

ADSL A

PFAS

= ADSL

4 PFAS

+ ATIC
PAICS
GART

" kontrola

o QC

T T T T T

-2 -1 0 1 2
PC1 — 19.09 %:; soucet = 35.03 %

Obr. 14 PCA vzorki HeLa bunéénych linii, které byly zméfeny necilenym metabolomickym
ptistupem. Barevné body odpovidaji jednotlivym vzorkiim defektnich linii a kontrolnich bunék.
V grafu jsou zobrazeny také QC vzorky znazoriiujici reprezentativnost méfeni.
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Obr. 15 PLS-DA analyza vzorki HeLa bunéénych linii méfenych necilenym metabolomickym
ptistupem. Barevné body odpovidaji jednotlivym vzorkim rozdélenym do skupin defektnich linii
a kontroly.

Skorovym grafem supervizované metody PLS-DA byl potvrzen vysledek metody PCA.

Opét doslo k oddéleni vzorkii do skupin defektnich linii PFAS, PAICS, ADSL a ATIC.
Vzorky defektni linie GART a kontroly se ¢astecné ptekryvaly (Obr. 15).

4.1.2 Statisticka analyza jednotlivych defektnich linii

Vzorky jednotlivych defektnich linii byly v ramci necileného piistupu metabolomické
analyzy vyhodnocovany samostatn€ porovndnim s kontrolou pomoci supervizované
metody OPLS-DA. Kvalita a spravnost vysledki OPLS-DA skoérovych grafii byly
ovéfeny na zaklad¢ permutacniho testu (Obr. 16, 19, 22, 25 a 28). Permutaéni testy
OPLS-DA modela vsech defektnich linii byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné
na zdkladé p-hodnot parametrii R%y a Q?y, které byly nizsi nez 0,05 (Tab. 3).
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Tab. 3 Souhrn parametrii permuta¢niho testu s piislu$nymi p-hodnotami z t-testu.

defektni linie R%y Q% p-hodnota R?%y p-hodnota Q%
GART 0,992 0,943 0,01 0,01
PFAS 0,998 0,965 0,03 0,03
PAICS 0,993 0,948 0,01 0,01
ADSL 0,996 0,961 0,01 0,01
ATIC 0,996 0,958 0,01 0,01

Pro nalezeni diskriminujicich features mezi kontrolni a defektni linii byly vytvoieny
VIP grafy metody OPLS-DA. Z téchto grafi bylo 20 nejvice diskriminujicich ,,features*
fragmentovéno s cilem jejich identifikace. (Tab. 4 — 8). Byly detekovany akumulované
meziprodukty PDNS, jejich defosforylovana analoga, piipadné i di- a trifosfatové formy
PDNS ribosidt, pro které byly vytvofeny krabicové grafy (Obr. 17, 20, 23, 26 a 29).
K dal§im identifikovanym ,features” patfily latky z metabolismu aminokyselin,
sacharidi, pyrimidint, fosfolipidd, peptida, aj. Vulkanové grafy byly pouzity
pro zobrazeni nejvice diskriminujicich ,,features na zakladé p-hodnot vypocitanych
Zt-testu a rozdild mediant. Tyto ,features” byly porovnavany s nejvyznamnéjSimi
»features® OPLS-DA VIP grafti. Shody byly ve vulkdnovych grafech barevné vyznaceny
(Obr. 18, 21, 24, 27 a 30). Hladina vyznamnosti (a. = 6.77 E-05) byla u vulkanovych grafi
korigovana na pocet ,,features” — 739 (Bonferroniho korekce).

Pomoci metody OPLS-DA doslo k rozdéleni vzorkt defektni linie GART a kontroly.

Spravnost rozdéleni do ptislusnych skupin byla ovéfena permuta¢nim testem (Obr. 16).
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Obr. 16 Skorovy graf metody OPLS-DA rozdélujici vzorky defektni linie GART a kontroly
S ptislu$nym permuta¢nim testem.
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Tab. 4 Dvacet nejvyznamngjsich ,features OPLS-DA VIP grafu u defektni linie GART
v porovnani s kontrolou. V poslednich dvou sloupcich tabulky jsou vysledky nalezici
k vulkanovym grafim.

RT naméfena teoreticka primér SD  rozdil

(min) MI Ml identifikace "\ i5"  \/jp  medigng  PMOdNOR
1 358 555,3909 - PC 3,72 009 -359 570E-07
2 3,66 368,3295 - neuréeno 3,18 0,06 -292 235E-07
3 523 3751219 - neuréeno 287 013 -226 3,52E-03
4 7,25 141,0191 - neuréeno 285 0,13 -2,02 1,06 E-04
5 439 8235377 823,5363 PS (39:0) 284 008 -2,18 7,07 E-07
6 7,78 338,0632 338,0628 AICAR 271 010 -192 253E-03
7 3,64 904,4673 - neuréeno 2,57 0,07 1,75 1,33 E-06
8 5,00  149,0064 - neuréeno 2,55 0,22 2,55 3,44 E-03
9 3,44 551,3955 551,3951 PC (20:0) 252 012 -182 1,42E-05
10 4,14  278,0409 - neuréeno 247 014 -156 1,83E-04
11 3,50  495,3359 - neuréeno 243 0,08 -142 7,22E-07
12 7,68 126,0317 - neuréeno 240 0,08 -145 1,61 E-08
13 421  165,0651 165,0651 7-mG 240 012 -189 2,73E-04
14 8,49 2919755 - neuréeno 2,38 0,10 1,57 3,47 E-07
15 6,00 287,0681 - neuréeno 2,37 0,09 1,90 1,38 E-04
16 4,82  413,0010 - neuréeno 2,27 0,09 1,39 1,23 E-05
17 3,79 863,5916 - neuréeno 2,26 0,17 2,22 1,30 E-02
18 7,77  260,0303 260,0297 GLC6P 222 0,07 -123 3,03E-07
19 3,60 6755240 - neuréeno 221 008 -128 9,78E-05
20 3,48  142,1106 - neuréeno 2,19 0,11 1,41 6,62 E-04

Pozn.: SD — smérodatna odchylka, M| — monoizotopicka hmotnost

Z 20 nejvyznamngjsich ,features™ VIP grafu metody OPLS-DA se podafilo u defektni
linie GART identifikovat 6 metaboliti (Tab. 4). Mezi nimi byly dva fosfolipidy
ze skupiny fosfatidylcholinti (PC), fosfatidylserin (PS), modifikovand purinovd baze
7-metylguanin  (7-mG), glukosa-6-fosfat (GLC6P) a meziprodukt PDNS -
5-aminoimidazol-4-karboxyamidribotid (AICAR), ktery mél ve vzorcich defektni linie
GART snizenou hladinu vii¢i kontrole (Obr. 17).
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Obr. 17 Krabicovy graf meziproduktu PDNS — ribotid AICAR.
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Obr. 18 Vulkanovy graf zobrazujici ,,features” signifikantni podle p-hodnot u vzorkl defektni
linie  GART vporovnani s kontrolou. Modfe jsou oznaceny ,features”, které¢ byly
mezi 20 nejvyznamnéj§imi u OPLS-DA VIP grafu.

39



15

10

ortogonalni T skore [1]

-10

=15

4 PFAS
kontrola

>
IS

Obr. 19 Skoérovy graf metody OPLS-DA rozdélujici

T skore [1]

S ptislusnym permutac¢nim testem.

PR’y =0.03, pQ* = 0.03

1.0

0.5
1

0.0

0.5

1.0

-1.5

2.0

P T T Y

s 0w

T
—1.0

T
—0.5

0.0

podobnost (¥, ¥,...)

0.5 1.0

vzorky defektni linie PFAS a kontroly

OPLS-DA skorovy graf defektni linie PFAS a kontroly stejné jako permutaéni test

jsou uvedeny na (Obr. 19).

Tab. 5 Dvacet nejvyznamnéjSich ,features“ OPLS-DA VIP grafu u defektni linie PFAS
vV porovnavani s kontrolou. V poslednich dvou sloupcich tabulky jsou vysledky nalezici
k vulkanovym grafim.

RT naméfend teoreticka identifikace pramér SD ro;dil p-hodnota
(min) M M VIP  VIP mediani

1 7,76 3140520 3140515 FGAR 402 007 609  4,00E-15
2 969 4739849 4739842 FGAr3P 396 007 589  1,82E-15
3 381 2340855 2340852  FGAr 376 007 530  457E-12
4 856 3940186 3940178 FGAr2P 325 006 4,00  4,06E-13
5 366 3683295 ; neuréeno 2,73 0,04  -312 1,51 E-07
6 445 161,0688 - neuréeno 2,63 0,07 -279 1,06 E-06
7 523 3751219 ; neuréeno 252 0,12  -269  1,91E-03
8 430 7554238 - neuréeno 2,50 0,05 2,31  1,08E-05
9 725 141,0191 ; neureno 246 0,08 -217 1,01 E-04
10 439 8235377 8235363 PS(39:0) 243 004 242  2,35E-06
11 441  757,4909 ; neuréeno 241 0,04 237 2,67 E-07
12 360 6755240 - neuréeno 239 0,04 -217 7,26 E-11
13 427 783,4562 ; neuréeno 2,36 0,06 208 1,20 E-07
14 3,50 495,3359 - neuréeno 2,23 0,06 -1,74 4,68 E-07
15 556 217,1069 217,1063 ALA-GLN 222 012 -192  1,82E-04
16 7,78 3380632 338,0628  AICAR 221 010 -1,96 2,46 E-03
17 652 488,1085 ; neuréeno 2,16 0,06 -1,85 9,32 E-05
18 768 960211 960211  agment  ,40 505 169 1,56 E-08

’ ! ’ FGAR : ' : 00 B
19 4,69 159,1259 ; neurfeno 2,10 0,05 163  6,13E-08
20 7,68 126,0317 - neuréeno 2,03 0,04 -1,55 1,36 E-08

Pozn.: SD — smérodatna odchylka, M| — monoizotopicka hmotnost
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Z prvnich dvaceti vyznamnych ,,features” VIP grafu metody OPLS-DA bylo u defektni
linie PFAS identifikovano 8 metabolitii (Tab. 5). Jednalo se o meziprodukty PDNS:
N-formylglycinamidribosid (FGAr), AICAR, N-formylglycinamidribotid (FGAR)
a jeho fragment, analog N-formylglycinamidribosid difosfat (FGAr-2P) a analog
N-formylglycinamidribosid trifosfat (FGAr-3P). Dale byl identifikovan fosfatidylserin
(PS) a dipeptid alanyl-glutamin (ALA-GLN).

Hladiny ribosidu FGAr, ribotidu FGAR a jeho di- a trifosfatu byly zvySené u defektni
linie PFAS v porovnani se vzorky kontroly. Naopak ribotid AICAR byl u tohoto defektu
snizeny (Obr. 20).
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Obr. 20 Krabicové grafy meziprodukttt PDNS — ribosid FGAr, ribotid FGAR, difosfatovy analog
(FGAr-2P), trifosfatovy analog (FGAr-3P) a ribotid AICAR.
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Obr. 21 Vulkanovy graf zobrazujici ,,features™ signifikantni podle p-hodnot u vzorkt defektni
linie PFAS vic¢i kontrolam. Modfe jsou oznaCeny ,features”, které byly

mezi 20 nejvyznamnéjsimi OPLS-DA VIP grafu.
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Obr. 22 Skorovy graf metody OPLS-DA rozdé€lujici vzorky defektni linie PAICS a kontroly
S ptislusnym permutac¢nim testem.
Metoda OPLS-DA oddélila vzorky defektni linie PAICS a kontroly. Rozdé€leni vzorka

bylo ovéteno pomoci permutacniho testu (Obr. 22).

Tab. 6 Dvacet nejvyznamnéjSich metaboliti OPLS-DA VIP grafu u defektni linie PAICS
Vv porovnavani s kontrolou. V poslednich dvou sloupcich tabulky jsou vysledky nalezici
K vulkdnovym graftim.

(g;) naml\zllrena teorlf/ﬁcm identifikace pr\ljlll;er \?IEI)D I;;jglrllﬁ p-hodnota
1 3,74  215,0908 215,0906 Alr 4,32 0,07 6,96 7,23 E-14
2 7,80 295,0575 295,0569 AIR 3,54 0,06 4,64 6,53 E-08
3 4,05 173,0701 - neurceno 3,44 0,06 4,41 3,74 E-07
4 415 2331016 233,1012 FGAMr 3,33 0,06 4,01 9,72 E-06
5 8,49  715,1900 - neuréeno 3,13 0,05 3,62 2,58 E-12
6 3,58 257,1015 257,1012 5-mC 3,11 0,06 3,69 3,39 E-08
7 3,58 555,3909 - PC 3,09 0,06 -3,72 2,77 E-08
8 431 454,1822 - neurceno 3,08 0,07 3,58 4,13 E-08
9 3,81 234,0855 234,0852 FGAr 2,91 0,05 3,18 6,52 E-11
10 7,25 141,0191 - neurceno 2,83 0,09 -2,97 7,34 E-06
11 3,66 368,3295 - neurceno 2,75 0,03 -3,09 1,33 E-07
12 7,33 313,0682 313,0675 FGAMR 2,70 0,04 2,73 2,60 E-10
13 4,71 328,1392 - neuréeno 2,70 0,12 3,12 3,66 E-04
14 3,84 539,4194 - neurceno 2,60 0,05 2,53 4,32 E-10
15 4,10 377,3046 - neuréeno 2,47 0,06 -2,36 6,74 E-06
16 4,21 165,0651 165,0651 7-mG 2,41 0,06 -2,41 2,04 E-06
17 4,86 528,3024 - neurceno 2,34 0,06 2,00 6,95 E-07
18 3,44 551,3955 551,3951 PC (20:0) 2,27 0,08 -2,07 6,04 E-06
19 4,39 8235377 8235363  PS (39:0) 2,24 0,05 -2,04 1,44 E-06
20 523 375,1219 - neuréeno 2,19 0,18 -2,39 5,10 E-03

Pozn.: SD — smérodatna odchylka, M| — monoizotopicka hmotnost

43



Z 20 nejvyznamnéjSich metabolitti VIP grafu metody OPLS-DA bylo v ramci defektni
linie PAICS identifikovano 10 metabolitli (Tab. 6). Mezi identifikovanymi metabolity
byly meziprodukty PDNS: ribosid FGAr, N-formylglycinamidinribosid (FGAMr),
5-aminoimidazolribosid (Alr), N-formylglycinamidinribotid (FGAMR) a 5-amino-
imidazolribotid (AIR), dale dva PC, jeden PS, 7-mG a modifikovany pyrimidinovy
nukleosid 5-metylcytidin (5-mC).

Ribosid FGAr, ribotid FGAMR a jeho ribosid FGAMr, ribotid AIR a jeho ribosid Alr
byly zvySené ve vzorcich defektni linie PAICS oproti vzorkum kontroly (Obr. 23).

FGAr FGAMr FGAMR

25

1.0 1.5 20

3
2
0.5 0.0 05

PAICS kontrola PAICS kontrola PAICS kontrola

Alr AIR

— [}

PAICS kontrola PAICS kontrola

Obr. 23 Krabicové grafy meziprodukti PDNS — ribosid FGAr, ribotid FGAMR a jeho ribosid
FGAMT, ribotid AIR a jeho ribosid Alr.
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Obr. 24 Vulkanovy graf zobrazujici ,,features* signifikantni podle p-hodnot a rozdili mediant

u vzorkli defektni linie PAICS vici kontrole. Modie jsou oznaCeny ,features®,

mezi 20 nejvyznamnéjsimi OPLS-DA VIP grafu.
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vzorky defektni linie ADSL a kontroly

Skorovy graf metody OPLS-DA zobrazuje rozdéleni 12 vzorki do 2 skupin: defektni linie

ADSL a kontroly. Spravnost rozdéleni vzorki bylo ovéfeno permutacnim testem

(Obr. 25).

Tab. 7 Dvacet nejvyznamnéjSich ,features“ OPLS-DA VIP grafu u defektni linie ADSL
v porovnavani s kontrolou. V poslednich dvou sloupcich tabulky jsou vysledky nalezici
kK vulkdnovym graftim.

RT  namétfena teoreticka . 6 .. pramér  SD rozdil

min) M v dentifikace Ty 0T \ip edigng  P-Modnota
1 944 4540744 454,0737 SAICAR 384 012 5,81 7,06 E-07
2 7,76 374,1079 374,1074 SAICAr 3,79 0,12 574 3,72 E-07
3 3,58 555,3909 - PC 3,03 0,08 -3,52 1,21 E-08
4 7,76 383,1079 383,1077 SAdo 2,86 0,07 3,28 1,72 E-11
5 9,43 463,0745 463,0740 S-AMP 2,75 0,07 2,90 8,90 E-10
6 3,74 2150908 215,0906 Alr 2,70 0,12 3,08 5,20 E-05
7 3,66 368,3295 - neurceno 256 0,04 -2,74 9,93 E-07
8 523 3751219 - neurceno 2,47 0,10 -2,54 2,37 E-03
9 3,76 564,5127 - neurceno 2,42 0,06 -2,32 1,47 E-06
10 6,00 287,0681 - neurceno 2,33 0,04 2,49 2,01 E-05
11 4,21 165,0651 165,0651 7-mG 2,33 0,06 -1,52 4,72 E-06
12 3,44 551,3955 551,3951 PC (20:0) 2,29 0,08 -2,12 7,69 E-06
13 6,03 379,1599 - neurceno 2,23 0,09 2,56 3,37 E-04
14 439 8235377 823,5363 PS (39:0) 2,22 0,05 -2,23 1,57 E-06
15 4,06 538,2708 - neur¢eno 2,17 0,05 1,83 8,58 E-05
16 3,64 904,4673 - neurceno 2,16 0,06 1,82 6,79 E-07
17 7,78 338,0632 338,0628 AICAR 2,16 0,08 -1,82 3,16 E-03
18 5,00 149,0064 - neurceno 2,16 0,13 2,56 3,20 E-03
19 3,47 509,3853 509,3845 PC (18:0) 2,14 0,07 -1,89 9,40 E-07
20 4,10 377,3046 - neurceno 2,13 0,07 -1,82 1,59 E-06

Pozn.: SD — smérodatna odchylka, M| — monoizotopicka hmotnost
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Zprvnich dvaceti ,features OPLS-DA VIP grafu bylo u defektni linie ADSL
identifikovano 11 metabolitd (Tab. 7). Jednalo se o tfi PC, jeden PS, 7-mG
a meziprodukty PDNS - ribosid Alr, 5-aminoimidazol-4-(N-sukcinylkarboxyamid)-
ribosid (SAICAr), sukcinyladenosin (SAdo), 5-aminoimidazol-4-(N-sukcinylkarboxy-
amid)-ribotid (SAICAR), adenylsukcinat (S-AMP) a AICAR.

Ribosidy Alr a SAICAr, ribotid SAICAR, ribosid SAdo a jeho ribotid S-AMP byly
ve vzorcich defektni linie ADSL oproti kontrole zvysené. Naopak ribotid AICAR mé¢l

u vzorku tohoto defektu sniZzenou hladinu v porovnani s kontrolou (Obr. 26).
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Obr. 26 Krabicové grafy meziprodukti PDNS — ribosidy Alr a SAICAr, ribotid SAICAR, ribosid
SAdo a jeho ribotid S-AMP, a ribotid AICAR.
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Obr. 27 Vulkanovy graf zobrazujici ,,features® signifikantni podle p-hodnot a rozdild mediant

uvzorkti defektni linie ADSL vuci kontrole. Modie jsou oznaceny ,,features®,
mezi 20 nejvyznamné&j$imi u OPLS-DA VIP grafu.
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Obr. 28 Skorovy graf metody OPLS-DA rozdé€lujici vzorky defektni linie ATIC a kontroly
S pfislusnym permutac¢nim testem.

Metodou OPLS-DA byly vzorky rozdéleny do skupin defektni linie ATIC a kontroly.

Spravnost separace vzorkl byla ovéfena pomoci permutac¢niho testu (Obr. 28).

Tab. 8 Dvacet nejvyznamnéjsich ,,features OPLS-DA VIP grafu metody OPLS-DA u defektni
linie ATIC v porovnani s kontrolou. V poslednich dvou sloupcich tabulky jsou vysledky nalezici
k vulkanovym grafim.

R_T namétena teoreticka identifikace pramér SD roz.dil o-hodnota
(min) Ml M VIP  VIP medini

1 358 5553909 ] PC 301 008 -375  2,80E-07
2 6,09 2220680 2220674 L-cystathionin 2,96 0,07 -375 1,22 E-07
3 6,03 379,1599 ; neuréeno 278 003 357  2,52E-05
4 391 2580966 258,0964 AICAr 268 012 325  1,07E-04
5 366 3683295 ; neuréeno 259 005 -300 3,10E-07
6 944 4540744 4540737  SAICAR 254 009 274  1,91E-05
7 778 3380632 3380628 AICAR 252 013 298 6,19 E-04
8 418 396,1587 - neuréeno 241 008 253 2,06 E-07
9 7,76 3741079 3741074  SAICAr 241 009 251  1,95E-05
10 556 217,1069 217,1063 ALA-GLN 239 006 2,78  148E-05
11 421 1650651 165,0651 7-mG 236 007 -243  1,28E-05
12 348 142,1106 . neurdeno 233 011 -268  813E-05
13 500 149,0064 ; neuréeno 231 009 277 4,04 E-04
14 4,05 179,0793 - neuréeno 2,27 0,08 2,56 4,04 E-04
15 3,84 539,4194 ; neuréeno 227 007 210 3,06 E-05
16 439 8235377 8235363  PS (39:0) 217 003 -203 2,71 E-06
17 410 377,3046 ; neuréeno 217 007 -195 2,57 E-06
18 7,78 664,0942 664,0931 deN""Z‘gP' 216 006 -188 6,77 E-07
19 6,15 308,1226 ; neuréeno 213 008 232  6,68E-04
20 10,81 497,9963 497,9954  AICAr-3P 210 016 203  3,21E-03

Pozn.: SD — smérodatna odchylka, M| — monoizotopicka hmotnost
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Z 20 nejvyznamnéjSich ,,features” VIP grafu metody OPLS-DA bylo v rdmci defektni
linie ATIC identifikovano 11 metaboliti (Tab. 8). K identifikovanym metabolitim
patfily: jeden PC, jeden PS, ALA-GLN, 7-mG, L-cystathionin, deamino-NAD"
a meziprodukty PDNS: ribosidy SAICAr a AICAr, ribotidy SAICAR a AICAR,
a trifosfatovy analog 5-aminoimidazol-4-karboxyamidribosidu (AICAr-3P).

Ribosid SAICAr a jeho ribotid SAICAR, ribosid AICAr a jeho ribotid AICAR
a AICAr-3P mély ve vzorcich defektni linie ATIC zvySenou hladinu V porovnéni

se vzorky kontroly (Obr. 29).
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Obr. 29 Krabicové grafy meziprodukti PDNS — ribosid SAICAr a jeho ribotid SAICAR, ribosid
AICAr a jeho ribotid AICAR a trifosfatovy analog AICAr-3P.
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Obr. 30 Vulkanovy graf zobrazujici ,,features” signifikantni podle p-hodnot a rozdili mediani
u vzorkd defektni linie ATIC vici kontrole. Modfe jsou oznaeny ,features”, které byly
mezi 20 nejvyznamnéjsimi OPLS-DA VIP grafu.

V tabulkéach 20 nejvyznamnéjsich ,,features™ VIP grafii metody OPLS-DA se u n€kterych
defektnich linii vyskytovaly dle identifikace také lipidy. Jednalo se zejména o fosfolipidy.
Informace o téchto latkach jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 9) a jejich hladiny
Vv prislusnych liniich jsou znazornény pomoci krabicovych grafii (Obr. 31).

Tab. 9 Souhrn lipida, které se vyskytovaly v tabulkach 20 nejvyznamnéjsich ,,features*
OPLS-DA VIP grafti u vSech defektnich linii v porovnani s kontrolou.

identifikace ~ sumarni vzorec ~ RT (min) namétena MI  teoretickda Ml ~ chyba (ppm)

PC C27H59NO8P 3,58 555,3909 - -
PS (39:0) C45H77NO10P 4,39 823,5377 823,5363 1,68
PC (20:0) C28H58NO7P 3,44 551,3955 551,3951 0,71
PC (18:0) C28H58NOTP 3,47 509,3853 509,3845 1,63

Pozn.: MI — monoizotopicka hmotnost
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PC sblize neurcenou délkou tetézce mél podle krabicového grafu zvysSenou hladinu

u vzorkl defektni linie PFAS a kontroly. Hladiny PS (39:0) a PC (20:0) byly vyrazné

zvyseny pouze V kontrolnich vzorcich. PC (18:0) vykazoval zvySenou hladinu u vzorka

defektni linie PFAS a kontroly, naopak u vzorki defektni linie ADSL byla zaznamenana

snizena hladina vii¢i vSem ostatnim vzorkam (Obr. 31).
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Obr. 31 Krabicové grafy lipidi, které se opakované vyskytovaly mezi 20 nejvyznamné&jsimi
»features® OPLS-DA VIP grafii v§ech defektnich linii (viz Tab. 9).
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4.2 Cilena metabolomicka analyza HeLa bunéénych linii

Pomoci cilené metabolomické analyzy bylo ve vzorcich bunécnych linii identifikovano
celkem 214 metabolitii, které nalezely do rtiznych skupin: aminokyseliny (Obr. 32),
acylkarnitiny (Obr. 33), organické kyseliny, sacharidy, puriny, pyrimidiny, aminy,
peptidy a dalsi.
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Obr. 32 Chromatogram zobrazujici déleni aminokyselin v ramci cilené metabolomické analyzy.
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Obr. 33 Chromatogram zobrazujici déleni acylkarnitini v ramci cilené metabolomické metody
Seznam zkratek metabolitd je uveden jako piiloha v kapitole 9.1.
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4.2.1 Statisticka analyza vSech linii

Nesupervizovanou metodou PCA byly vSechny vzorky rozdéleny do jednotlivych skupin
defektnich linii GART, PFAS, PAICS, ADSL, ATIC a kontroly. Doslo k separaci vSech
vzorkt do pfisluSnych skupin bez piekryvi (Obr. 34).
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Obr. 34 PCA analyza metabolomického profilu vzorkd HeLa bunéénych linii, které byly ziskany
cilenym pfistupem. Barevné body odpovidaji jednotlivym vzorkiim rozdélenym do skupin
defektnich linii a kontroly. V grafu jsou zobrazeny i QC vzorky znazoriujici reprezentativnost
meéfeni.
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Obr. 35 PLS-DA analyza vzorki HeLa bunéénych linii cileného pfistupu. Barevné body
odpovidaji jednotlivym vzorkiim, rozdélenym do skupin defektnich linii a kontroly.

Vysledek supervizované metody PLS-DA potvrdil vystup metody PCA. Doslo k oddéleni
vzorkd do skupin defektnich linii GART, PFAS, PAICS, ADSL a ATIC a kontroly

(Obr. 35).

4.2.2 Statisticka analyza jednotlivych defektnich linii

Stejné¢ jako u necileného pfistupu byly u cilené metabolomické analyzy vzorky
jednotlivych defekti vyhodnoceny nezavisle na sobé metodou OPLS-DA s grafickou
reprezentaci skérovych grafii, které byly ovéfeny permuta¢nimi testy (Obr. 36, 38, 40,

42 a 44). Statisticka vyznamnost permuta¢nich testli byla ovéfena pomoci p-hodnot

parametri R%y a Q%y (Tab. 10).

Tab. 10 Souhrn parametri permutaéniho testu s prislusnymi p-hodnotami z t-testu.

—0.1

0.0
PC1

0.1

defektni linie R%y Q% p-hodnota R%y p-hodnota Q%
GART 0,997 0,981 0,01 0,01
PFAS 0,999 0,986 0,01 0,01
PAICS 0,996 0,980 0,02 0,02
ADSL 0,997 0,990 0,02 0,02
ATIC 0,994 0,975 0,01 0,01
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Pomoci OPLS-DA VIP grafti bylo u kazdé defektni linie v porovnani s kontrolou urc¢eno
20 nejvyznamngéjSich metabolitt, které byly s pfislusnymi parametry shrnuty do tabulek
(Tab. 11 — 15). Vzorky defektnich linii byly podrobeny také jednorozmérné statistické
analyze. Vysledky byly vizualizovany pomoci vulkanovych graft. Hladina vyznamnosti
(o= 2.34 E-04) byla u vulkanovych grafii korigovana na pocet metabolitt — 214
(Bonferroniho korekce). Dvacet nejvyznamnéjSich metabolitd VIP grafii bylo v ramci
defektli porovnavano s vyznamnymi metabolity vulkanového grafu. Shody byly

v grafech barevné vyznaceny (Obr. 37, 39, 41, 43 a 45).

Metodou OPLS-DA doslo k oddéleni vzorka defektni linie GART a kontroly. Rozdéleni

vzorki bylo ovéfeno pomoci permutaéniho testu (Obr. 36).
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Obr. 36 Skorovy graf metody OPLS-DA rozdé€lujici vzorky defektni linie GART a kontroly
S prislu§nym permuta¢nim testem.
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Tab. 11 Dvacet nejvyznamnéj$ich metabolitt OPLS-DA VIP grafu u defektni linie GART
porovnavané s kontrolou. Seznam zkratek metabolitl je uveden jako piiloha v kapitole 9.1.
V poslednim sloupci tabulky je vysledek nalezici k vulkdnovym graftim.

identifikace primér VIP  SD VIP  rozdil medidni  p-hodnota
1 AICAr 3,49 0,08 5,21 4,07 E-06
2 OPSER 2,98 0,07 3,86 5,25 E-07
3 AICAR 2,91 0,10 -3,83 2,75 E-05
4 SAICAr 2,23 0,12 -2,56 1,58 E-04
5 SER 2,09 0,07 2,12 2,29 E-05
6 EtOHNH2P 2,08 0,06 -1,90 1,59 E-04
7 S-AMP 1,99 0,06 -1,77 2,56 E-05
8 NAcPut 1,84 0,12 1,79 9,23 E-04
9 GLC1P/GAL1P/GLC6P/FRUGP 1,80 0,03 -1,41 1,35 E-07
10 GLAT3P 1,76 0,06 1,43 6,82 E-06
11 Cc22.1 1,68 0,20 1,68 1,05 E-02
12 20hisoVAL 1,64 0,05 -1,14 2,17 E-04
13 dATP 1,63 0,04 -1,17 1,23 E-05
14 C16 1,60 0,08 1,27 8,40 E-05
15 Cl4.1 1,60 0,08 1,28 1,93 E-04
16 ADE 1,58 0,03 -1,08 4,64 E-06
17 Cl4 1,57 0,09 1,20 9,85 E-05
18 C14.1-OH 1,56 0,05 1,10 2,95 E-05
19 C16.1 1,56 0,06 1,13 8,78 E-04
20 GMP 1,56 0,03 -1,13 7,99 E-07

Pozn.: SD — smérodatna odchylka

Na zaklad¢ VIP grafu metody OPLS-DA bylo reprezentovano 20 nejvyznamnéj$ich
metabolitd ve vzorcich defektni linie GART (Tab. 11). Mezi tyto metabolity patfily
meziprodukty a produkty purinového metabolismu (vcetné meziproduktii PDNYS),
nasycené, nenasycené a hydroxylované acylkarnitiny S dlouhym a velmi dlouhym

fetézcem, dale latky z metabolismu fosfolipidli, aminokyselin a monosacharidd.
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Obr. 37 Vulkanovy graf zobrazujici metabolity signifikantni podle p-hodnot u vzorkiu defektni
linie  GART vporovnani s kontrolou. Modfe jsou oznaeny metabolity, které byly

mezi 20 nejvyznamnéjsimi OPLS-DA VIP grafu.
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Obr. 38 Skorovy graf metody OPLS-DA rozdélujici vzorky defektni linie PFAS a kontroly
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Skorovy graf metody OPLS-DA zobrazuje rozdéleni 12 vzorkl do skupiny defektni linie

PFAS a kontroly. Spravnost oddéleni vzorkt byla ovéfena permutaénim testem (Obr. 38).

Tab. 12 Dvacet nejvyznamnéj$ich metabolitt OPLS-DA VIP grafu u defektni linie PFAS
porovnavané s kontrolou. Seznam zkratek metabolitli je uveden jako piiloha v kapitole 9.1.
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V poslednim sloupci tabulky je vysledek nalezici k vulkdnovym graftm.

identifikace prumér VIP  SDVIP  rozdil mediant p-hodnota
1 FGAr 3,56 0,04 7,30 3,63 E-13
2 AICAr 2,91 0,07 -5,04 1,75 E-06
3 AICAR 2,73 0,08 -4,46 7,63 E-06
4 C22.1 2,22 0,08 2,85 4,79 E-04
5 OPSER 2,21 0,04 3,02 4,78 E-08
6 SAICAr 2,16 0,12 -3,33 9,02 E-04
7 C18.1 1,91 0,05 2,26 4,97 E-05
8 C16 1,90 0,04 2,31 6,95 E-06
9 C14.1-OH 1,87 0,03 1,92 1,47 E-09
10 EtOHNH2P 1,85 0,04 -1,96 2,28 E-04
11 C16.1-OH 1,83 0,04 2,01 2,20 E-05
12 C16.1 1,79 0,03 1,81 6,81 E-09
13 C20.1 1,77 0,05 1,86 8,74 E-06
14 CDP-CH 1,76 0,07 -2,02 8,92 E-05
15 C18.2 1,73 0,04 1,63 4,80 E-05
16 acMET 1,69 0,04 -1,70 1,41 E-06
17 Alr 1,66 0,06 -1,77 3,24 E-06
18 Cl4 1,65 0,04 1,64 1,06 E-05
19 PEP 1,61 0,05 1,55 4,64 E-04
20 GLAT3P 1,61 0,03 1,54 1,28 E-06

Pozn.: SD — smérodatna odchylka
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Pomoci VIP grafu metody OPLS-DA bylo reprezentovano 20 nejvyznamngjSich
metaboliti vyskytujicich se ve vzorcich defektni linie PFAS (Tab. 12). Jednalo se
0 meziprodukty metabolismu PDNS, aminokyselin, monosacharidi, fosfolipidi a dale

nasycené, nenasycené¢ a hydroxylované acylkarnitiny s dlouhym a velmi dlouhym
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Obr. 39 Vulkanovy graf zobrazujici metabolity signifikantni podle p-hodnot u vzorki defektni

linie  PFAS vporovnani s kontrolou. Modfe jsou oznafeny metabolity, které byly
mezi 20 nejvyznamnéjsimi OPLS-DA VIP grafu.
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Obr. 40 Skorovy graf metody OPLS-DA rozdé€lujici vzorky defektni linie PAICS a kontroly
S prislusnym permutac¢nim testem.

Na zakladé metody OPLS-DA byly vzorky rozdéleny do skupin defektni linie PAICS
a kontroly. Spravnost separace vzorkii byla ovéfena pomoci permutaéniho testu (Obr. 40).
Tab. 13 Dvacet nejvyznamnéjSich metaboliti OPLS-DA VIP grafu u defektni linie PAICS

porovnavané s kontrolou. Seznam zkratek metabolitli je uveden jako piiloha v kapitole 9.1.
V poslednim sloupci tabulky je vysledek nalezici k vulkdnovym graftm.

identifikace praimér VIP  SD VIP  rozdil mediand  p-hodnota
1 Alr 3,92 0,06 7,18 9,24 E-10
2 FGAr 3,16 0,04 4,59 5,69 E-13
3 C3.1 3,03 0,07 4,45 2,09 E-06
4 OPSER 2,75 0,05 3,72 9,96 E-09
5 CAlr 2,61 0,05 3,10 4,96 E-06
6 EtOHNH2P 2,47 0,05 -2,74 4,15 E-05
7 AICAr 2,46 0,10 -2,98 9,29 E-05
8 C2-DC/C3-0OH 2,18 0,03 2,20 1,26 E-05
9 AICAR 1,86 0,14 -1,99 2,60 E-03
10 DHF 1,78 0,05 -1,47 3,59 E-06
11 GLAT3P 1,76 0,05 1,48 2,10 E-06
12 SAICAr 1,75 0,13 -1,79 1,48 E-03
13 CDP-CH 1,66 0,09 -1,37 5,44 E-04
14 GuaAc 1,64 0,12 -1,59 3,77 E-03
15 GROL3P 1,61 0,04 -1,26 1,54 E-05
16 GALAKT/MANNI 1,60 0,04 1,12 8,05 E-07
17 FUK 1,60 0,13 1,24 1,35 E-02
18 CYSTAT 1,57 0,03 -1,19 1,41 E-07
19 GLC1P/GALI1P/GLC6P/FRUGP 1,57 0,03 -1,14 7,93 E-07
20 SER 1,57 0,07 1,36 2,03 E-04

Pozn.: SD — smérodatna odchylka
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Z VIP grafu metody OPLS-DA bylo reprezentovano 20 nejvyznamnéjSich metaboliti
ptitomnych ve vzorcich defektni linie PAICS (Tab. 13). K témto metabolitim se fadily:

nenasycené a hydroxylované acylkarnitiny

s kratkym

fetézcem, meziprodukty

metabolismu fosfolipidii, monosacharidi, aminokyselin a purinového metabolismu

(v€etné meziproduktii PDNS).
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Obr. 41 Vulkanovy graf zobrazujici metabolity signifikantni podle p-hodnot u vzorki defektni
linie  PAICS vporovnani s kontrolou. Modie jsou oznafeny metabolity, které byly

mezi 20 nejvyznamnéjsimi OPLS-DA VIP grafu.
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Obr. 42 Skorovy graf metody OPLS-DA rozdélujici vzorky defektni linie ADSL a kontroly
S prislusnym permutac¢nim testem.

OPLS-DA skoérovy graf zobrazuje vzorky rozdélené do skupin defektni linie ADSL

a kontroly. Spravnost rozdéleni vzorki byla ovéfena permutaénim testem (Obr. 42).

Tab. 14 Dvacet nejvyznamnéjSich metaboliti OPLS-DA VIP grafu u defektni linie ADSL
porovnavané s kontrolou. Seznam zkratek metabolitli je uveden jako piiloha v kapitole 9.1.
V poslednim sloupci tabulky je vysledek nalezici k vulkdnovym graftm.

identifikace pramér VIP SD VIP rozdil mediana p-hodnota
1 SAICAr 3,12 0,06 5,70 6,07 E-06
2 SAICAR 2,95 0,04 5,17 1,13 E-05
3 SAdo 2,73 0,04 4,30 3,22 E-06
4 AICAr 2,46 0,07 -3,72 7,25 E-05
5 S-AMP 2,27 0,05 3,06 1,06 E-05
6 Cc22.1 2,27 0,08 2,91 1,96 E-04
7 Alr 2,25 0,06 3,14 1,19 E-06
8 AICAR 2,14 0,09 -2,93 4,22 E-04
9 C18.1 1,93 0,05 2,37 8,07 E-06
10 C20.1 1,86 0,06 2,07 3,93E-06
11 KYN 1,85 0,02 -2,20 1,70 E-08
12 C18.2 1,78 0,04 1,80 3,66 E-06
13 FGAr 1,70 0,03 1,72 2,78 E-08
14 OPSER 1,70 0,06 2,00 2,80 E-06
15 C16.1 1,66 0,04 1,67 8,31 E-07
16 dATP 1,63 0,03 -1,62 2,68 E-06
17 C18 1,58 0,04 1,49 3,69 E-06
18 C16 1,56 0,05 1,61 1,96 E-05
19 ATP 1,55 0,04 -1,61 1,89 E-05
20 20hisoVAL 1,55 0,07 -1,28 3,72 E-04

Pozn.: SD — smérodatné odchylka
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Na zéklad¢ VIP grafu metody OPLS-DA bylo vybrano prvnich 20 nejvyznamnéjSich
metaboliti pro defektni linii ADSL (Tab. 14). Jednalo se o meziprodukty a produkty
metabolismu purintt  (véetné meziprodukti PDNS) a aminokyselin, nasycené

I nenasycené acylkarnitiny s dlouhym a velmi dlouhym fetézcem.
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Obr. 43 Vulkanovy graf zobrazujici metabolity signifikantni podle p-hodnot u vzorku defektni

linie  ADSL v porovnani s kontrolou. Modie jsou oznaCeny metabolity, které byly
mezi 20 nejvyznamnéj$imi OPLS-DA VIP grafu.
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Obr. 44 Skoérovy graf metody OPLS-DA rozdé€lujici vzorky defektni linie ATIC a kontroly
S pfislusnym permutac¢nim testem.

Pomoci metody OPLS-DA byly rozdéleny vzorky do skupin defektni linie ATIC

a kontroly. Spravnost separace vzorki byla ovéfena permuta¢nim testem (Obr. 44).

Tab. 15 Dvacet nejvyznamnégjSich metabolitt OPLS-DA VIP grafu u defektni linie ATIC
porovnavané s kontrolou. Seznam zkratek metabolitli je uveden jako piiloha v kapitole 9.1.
V poslednim sloupci tabulky je vysledek nalezici k vulkdnovym graftim.

identifikace prumér VIP  SD VIP  rozdil mediant  p-hodnota
1 CYSTAT 2,74 0,05 -4,11 7,50 E-13
2 AICAr 2,35 0,09 3,07 2,52 E-04
3 OPSER 2,32 0,07 3,30 9,58 E-08
4 AICAR 2,21 0,10 2,80 9,79 E-04
5 SAICAr 2,12 0,07 2,46 4,98 E-04
6 KYN 2,05 0,04 -2,35 9,68 E-06
7 SAICAR 2,05 0,06 2,38 512 E-04
8 GuaAc 1,83 0,03 1,82 7,61 E-07
9 GDP 1,75 0,06 -1,86 1,23 E-04
10 dATP 1,70 0,02 -1,61 1,08 E-06
11 PANTO 1,68 0,04 -1,69 7,05 E-05
12 GALAKT/MANNI 1,66 0,04 1,42 2,66 E-07
13 GDPMAN 1,66 0,04 -1,58 2,51 E-06
14 acMET 1,65 0,04 -1,46 3,40 E-04
15 ASP 1,62 0,04 1,46 9,52 E-08
16 NAcGLU 1,61 0,04 -1,41 1,45 E-06
17 C3 1,60 0,03 1,37 5,89 E-10
18 C4 1,59 0,04 1,45 7,29 E-07
19 C4-DC/C5-OH 1,58 0,03 1,33 1,05 E-06
20 GLCI1P/GAL1P/GLC6P/FRU6P 1,56 0,02 -1,32 3,29 E-07

Pozn.: SD — smérodatna odchylka
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Pomoci VIP grafu metody OPLS-DA bylo reprezentovano 20 nejvyznamnéjSich

metaboliti vyskytujicich se ve vzorcich defektni linie ATIC (Tab. 15). Jednalo se

0 nasycen¢ a hydroxylované acylkarnitiny s kratkym fetézcem, meziprodukty a produkty

metabolismu aminokyselin, monosacharidt a purini (véetné meziprodukti PDNS).
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Obr. 45 Vulkanovy graf zobrazujici metabolity signifikantni podle p-hodnot u vzorku defektni

linie ATIC v porovnani

mezi 20 nejvyznamnéj$imi OPLS-DA VIP grafu.
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5 DISKUZE

Predlozena diplomova prace byla zaméfena na sledovani zmén metabolomickych profilt
HeLa bunécnych linii defektnich v jednotlivych krocich PDNS pomoci necileného

a cileného pfistupu metabolomické analyzy.

Vramci PDNS byla doposud popsana pouze dvé onemocnéni - deficit
adenylosukcinatlyasy (ADSL) (van den Berghe a Jaeken, 1986) a AICA ribosidurie
(deficit ATIC) (Marie et al., 2004). Ob¢ poruchy se projevuji neurologickymi Ssymptomy,
jako jsou epilepsie, mentalni retardace, slepota, autistické chovani, aj. (Balasubramaniam
et al., 2014). Je pravdépodobné, ze defekty ostatnich enzymti PNDS jsou také spjaty
s neurologickymi symptomy. Bunécné linie, pouzité pro experimentalni ¢ast této prace
byly publikovany v roce 2016 (BareSova et al., 2016) a predstavuji prvni lidské modely

pro znamé a potencialni dédi¢né metabolické poruchy souvisejici s PDNS.

Necilenou metabolomickou analyzou bylo ve vSech bunéénych liniich detekovano
celkem 739 , features®, u kterych byla provedena statisticka analyza. Jednotlivé defektni
linie byly porovnavany s kontrolnimi buitkami. Na zaklad¢ VIP grafi metody OPLS-DA
bylo v ramci kazdého defektu prvnich dvacet nejvyznamnéjsich ,,features®, podrobeno

fragmentacni analyze s cilem jejich identifikace.

Vzorky defektnich linii PFAS, PAICS, ADSL a ATIC byly metodami PCA a PLS-DA
rozdéleny do skupin dle odpovidajicich defektii na zakladé rozdilného metabolomického
profilu, ktery byl ovlivnén zejména akumulaci meziprodukti PDNS charakteristickych
pro dané linie. U defektni linie GART doSlo k ¢astecnému ptekryvu s kontrolnimi
buiikami. Na rozdil od ostatnich defektnich linii totiz u linie GART nebyla pozorovana
akumulace zadného meziproduktu PDNS. V buikach defektnich pro trifunkéni enzym
GART by mél byt akumulovan fosforibosylamin (PRA). Tento metabolit vSak
nebyl detekovan, pravdépodobné z diivodu jeho vysoké nestability (polocas rozpadu

5sinvivo (Schendel et al., 1988).

S vyjimkou defektni linie GART byly u vSech ostatnich linii akumulovany meziprodukty
PDNS (v podobé ribosidu a ribotidit), které jsou charakteristické pro dany defekt a také
metabolity nachazejici se dale od defektniho enzymu (Madrova et al., 2018). Nicméné

AICAR byl detekovan ve snizené hladin¢ v liniich GART, PFAS a ADSL.
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Pozorovana akumulace meziprodukti PDNS nachazejicich se dale od defektniho enzymu
pravdépodobné znaci posun v rovnovdze enzymovych reakci. U linii PFAS, PAICS
a ATIC byla identifikovana di- a trifosfatova analoga akumulovanych meziproduktt
PDNS. Tyto metabolity (AICAr-2P a AICAr-3P) byly doposud identifikovany pouze
u defektu ATIC (Marie et al., 2004). Bylo zjisténo, ze za tvorbu AICAr-3P je zodpovédna
fosforibosylpyrofosfatsyntetasa (PRPPS, EC 2.7.6.1). AICAr-2P nejspi§ pochazi
z degradace AICAr-3P nebo vznika v pribéhu extrakce metabolitd (Sabina et al., 1984;
Daignan-Fornier a Pinson, 2012). V analyze byla nalezena také di- a trifosfatova analoga
GAr, FGAr, a Alr, kterd zatim nebyla popséna v literatufe. Je vSak pravdépodobné,
ze by tyto metabolity mohly vznikat stejnymi mechanismy jako analogické formy
AICAr. Vramci meziproduktit PDNS byl ulinii GART, PFAS a ADSL mezi
vyznamnymi metabolity identifikovan AICAR, jehoz hladiny jakozto pfimého (ADSL)
¢i neptimého (GART, PFAS) produktu enzymovych reakci PDNS byly u zminénych linii

snizené.

U vsech defektii s vyjimkou linie PFAS byl ve snizené hladin€ pozorovan 7-metylguanin,
nejspis z divodu ovlivnéni methioninového cyklu (podrobnéji diskutovano nize v ramci
cilené metabolomické analyzy). Tato modifikovanad purinova baze je produktem
degradace metylovanych nukleovych kyselin, ktery vznika pfenosem metylové skupiny
z S-adenosylmethioninu na GMP nukleotidového vlakna (Mariller et al., 2009;
Tomikawa, 2018).

V ramci vSech defektnich linii byly detekovany 4 lipidy, u kterych byly obecné
pozorovany snizené hladiny v porovnani s kontrolou. Jednalo se zejména o tii fosfolipidy
ze skupiny fosfatidylcholinu (PC) a jeden fosfolipid ze skupiny fosfatidylserinu (PS).
Podatilo se provést pouze castecnou identifikaci zalozenou na pfitomnosti fragmentu
specifického pro rozliseni zakladnich skupin fosfolipidt (PS a PC). Z tohoto dtivodu neni

mozné diskutovat vyznamnost téchto metabolitti.
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Pomoci cilené metabolomické analyzy bylo detekovano celkem 214 metaboliti,
které byly stejn¢ jako v piipadé¢ necileného piistupu podrobeny statistické analyze.
Nejvyznamnéj$i metabolity u jednotlivych defektnich linii byly urCeny z VIP graft
metody OPLS-DA.

Pomoci metod PCA a PLS-DA bylo na rozdil od statistické analyzy necileného

metabolomického piistupu pozorovano rozdé€leni vSech vzorka do samostatnych skupin.

Vsechny defektni linie vykazovaly oproti kontrolnim buitkam nékolik spole¢nych trenda.
Tim prvnim bylo obecné snizeni hladin adeninovych a guaninovych metabolitti (Obr. 46),
zpuisobené defekty v ramci PDNS a soucasné zamezeni extracelularniho pfijmu purint
do bun¢k (bezpurinové médium, 24 h pied sklizenim). Jelikoz u pouzitych bunéénych
modelll vykazovaly mutované enzymy nulové aktivity vici pfisluSnym substratim,
nebyla zde moznost zachovani fluxu PDNS drahou pomoci zbytkovych aktivit,
jako je bézné u pacienti ADSL (van den Bergh et al., 1993). Na obrazku (Obr. 46)
Ize také pozorovat akumulace meziproduktii PDNS v jednotlivych defektnich liniich.
V ramci metabolismu pyrimidini byly rovnéZz pozorovany snizené hladiny vétSiny
metaboliti (Obr. 47). To mohlo byt zpisobeno energetickou naro¢nosti biosyntézy
pyrimidinovych nukleotidl, zejména ve spojeni se snizenou hladinou ATP u vSech
defektnich linii. ATP je nezbytny pro fosforylace pyrimidinovych mono- a dinukleotidi.
Dalsim divodem mulze byt nedostatek substratu biosyntézy pyrimidini -
S-fosforibosylpyrofosfatu (PRPP) — kvili snizené hladiné jeho prekurzoru
glukosy-6-fosfatu.

U vsSech defektnich linii byly pozorovany rtzné trendy v hladinach nasycenych,
nenasycenych a hydroxylovanych acylkarnitind s rizné dlouhym fetézcem. U linie ATIC
byl vlivem akumulace AICAR zaznamenan obecny trend, kdy se acylkarnitiny s kratkym
fetézcem vyskytovaly ve zvySené hladin€ a acylkarnitiny dlouhym fetézcem ve sniZzené
hladin€. Experimentalné bylo zjisténo, ze AICAR v burikach aktivuje AMP-aktivovanou
proteinkinasu (AMPK), ktera podporuje katabolické drahy, a naopak inhibuje anabolické
reakce (Hardie, 2008; Daignan-Fornier a Pinson, 2012). Je mozné, ze k aktivaci AMPK
doSlo 1 u ostatnich defektnich linii, napfiklad snizenou hladinou ATP, jelikoz

AMPK je ovlivitovana zménou poméru AMP/ATP (Hardie, 2008).
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Obr. 46 Metabolicka mapa purinového metabolismu. Modfe jsou oznaCeny metabolity snizené a Zluté¢ zvySené vradmci jednotlivych defektnich linii.
Pievzato a upraveno podle (https://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00230.png).
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Prevzato a upraveno podle (https://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00240.png).
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Mezi vyznamnymi metabolity se vyskytoval fosfoserin, meziprodukt biosyntézy serinu.
Enzym fosfoserinfosfatasa (EC 3.1.3.3) katalyzuje jeho pfeménu na serin. ZvySené
hladiny serinu a fosfoserinu byly pozorovany u vSech defektnich linii. Stejny trend
byl zaznamenan i u vychoziho metabolitu ztéto drahy 3-fosfoglyceratu. Serin
je vyznamnou latkou v tzv. jednouhlikovém metabolismu, ktery poskytuje jednouhlikové
jednotky pro syntézu nukleotidli, metyla¢ni reakce a redoxni metabolismus (Newman
a Maddocks, 2017). Je znamo, Ze mnoho typt rakovinnych bun¢k, napt. buiiky rakoviny
prsu ¢i ktize (Possemato et al., 2011; Locasale et al., 2011) vyuzivaji tyto jednouhlikové
jednotky pochazejici z metabolismu serinu pro zajisténi vysoké miry bunécné proliferace.
Hladiny serinu jsou ovliviiovany bud’ zvySenym transportem z extracelularniho prostredsi,
nebo podporou biosyntézy serinu zvysenou regulaci SSP gent (Maddocks et al., 2013).
Také bylo popsano, ze inhibice SSP genti snizuje rychlost riustu tumoru (Possemato et al.,
2011). V této diplomové praci byly pouzity linie rakovinnych HeLa bungk, lze proto
predpokladat podobné metabolické chovani jako u tumorové tkang, vcetné zvySené
biosyntézy serinu. Serin pfispiva vyznamnym podilem k syntéze formyl-tetrahydrofolat
(formyl-THF), ktery vstupuje do PDNS v kroku 3 a 9 (Obr. 46) a poskytuje tak dva uhliky
vznikajicimu purinovému jadru. Bunky byly na 24 h pted sklizenim vlozeny
do bezpurinového média, tudiz doslo ke stimulaci PDNS, ktera byla vsak vlivem
defektnich enzymil v jednotlivych krocich zastavena. Velky podil serinu tak nemohl byt
v podob¢ formyl-THF vyuzit v této draze, proto nejspis dochazelo k akumulaci serinu
a jeho prekurzori. Rozdil oproti kontrolnim vzorklim (needitovana HelLa bunécna linie)
byl tedy dan pfedevS§im piitomnosti enzymovych defekti v ramci PDNS. Mezi dalsi
donory jednotek pro jednouhlikovy metabolismus patii cholin a jeho metabolity betain,
dimetylglycin a sarkosin (Newman a Maddocks, 2017). U téchto metaboliti bylo také
pozorovano zvySeni oproti kontroldm, coZ mohlo byt také zplsobeno neschopnosti

uplatnit jednouhlikovy metabolismus pti anabolickych reakcich.

Serin se mimo jiné ucastni methioninového cyklu — adici adenosinu z ATP na methionin
vznika S-adenosylmethionin (SAM), ktery je univerzalnim donorem metylové skupiny
pro metylace DNA, RNA (7-metylguanin, viz vyse) a posttransla¢ni modifikace proteint.
V bunéénych liniich byly pozorovany zvySené hladiny methioninu, naopak sniZené
hladiny SAM a S-adenosylhomocysteinu. Tato situace byla nejspi§ vyvolana
nedostatkem ATP. Fyziologicky serin podporuje syntézu SAM poskytovanim
formyl-THF do PDNS (tzn. produkci ATP) nebo regeneraci methioninu. Vlivem defekti
72



v PDNS ovsem dochazelo k poklesu ATP. Ovlivnéni methioninového cyklu mlize mit
zanasledek také snizené hladiny cystathioninu, dipeptidu tvofeného ze serinu

a homocysteinu.
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo provést komplexni interpretaci metabolomu

HelLa bunécnych linii, které byly editovany pomoci molekularné biologické techniky

CRISPR/Cas9 v ramci jednotlivych krokii PDNS.

V ramci teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe. Prvni kapitola se zabyvala
metabolismem purint a tkanovou specifitou jednotlivych drah. Navazujici kapitola byla
zaméfena na transport purini pomoci koncentracnich a ekvilibra¢nich nukleosidovych
transportéru spojenych s purinovymi receptory a zminéna byla také nukleosidova analoga
pouzivana jako 1é¢iva. Dale byl popsan mechanismus a aplikace techniky upravy genomu
CRISPR/Cas9. Posledni kapitola byla vénovana statistické analyze v metabolomice,
kde byly charakterizovany nesupervizované a supervizované metody vicerozmérné

statistické analyzy.

Pro komplexni LC-MS analyzu defektnich HeLa bunc¢k byla zvolena kombinace
dvou ptistupii metabolomické analyzy — necileny a cileny. Pro oba pfistupy byla
aplikovana separa¢ni metoda UHPLC spojena s tandemovou hmotnostni spektrometrii.
Ziskana data byla podrobena statistické analyze. Pro zvyseni objektivnosti vysledkt byly
aplikovany metody jednorozmérné statistiky v kombinaci S nesupervizovanymi

a supervizovanymi metodami vicerozmeérné statistiky.

Necilenym pfistupem metabolomické analyzy bylo ve vSech bunéénych liniich
detekovano celkem 739 ,features”. Statistickymi pfistupy byly zjistény vyznamné
,features® jednotlivych defektnich linii v porovnani s kontrolou. Mezi identifikovanymi
metabolity se nachazely pfedev§im meziprodukty PDNS — ribosidy a ribotidy a jejich
di- a trifosfatova analoga. Dale byly identifikovany ¢tyfi fosfolipidy a 7-metylguanin.
Cilenou metabolomickou analyzou bylo detekovano celkem 214 metabolitu.
K vyznamnym metabolitim vsech defektnich linii v porovnani s kontrolou se fadily
meziprodukty PDNS, podobné jako v ptipad€ necilené analyzy. Dale byly pozorovany
obecn¢ snizené hladiny vétSiny meziproduktl metabolismu purinit a pyrimidind.
Byl zaznamenan trend zvysenych hladin acylkarnitind s kratkym fetézcem a naopak
snizenych hladin acylkarnitinli s dlouhym fetézcem, vyvolany nejspise aktivaci AMPK.
Také byly zaznamendny vyznamné zmény v hladinidch fady metabolitli souvisejicich

S tzv. jednouhlikatym metabolismem.
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Mezi ne¢kterymi skupinami metabolitii z necileného a cileného pfistupu metabolomické
analyzy byly ujednotlivych linii nalezeny souvislosti a spolecné trendy, které byly
diskutovany Vv ramci biochemické interpretace. Celkovy metabolom se vSak u danych
defektnich linii 1iSil zejména akumulaci meziprodukti pfisluSnych reakci PDNS,

ve kterych byly bunky deficitni.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

6-metylthioGTP

6-thioGTP
ADSL
AICART
AIDS

AIRS
AMK
AMPK
ATIC
AZT
CA
CAIRS
cAMP
CE
CID

clr
CNT

CRISPR/Cas9

crRNA
Cv

DA
DDA
DMEM

ei

ENT

€s

ESI
FGAMS
FWHM

GARS
GART

GC
HDR
HelLa
HGPRT
HILIC

6-metylthioguanosin-trifostat

6-thioguanosintrifostat

adenylosukcinatlyasa — monofunkéni enzym PDNS
Fosforibosylaminoimidazolkarboxamidformyltransferasa
»Acquired ImmunoDeficiency Syndrome* — syndrom ziskané
imunodeficience

fosforibosylaminoimidazolsyntetasa

aminokyselina

AMP-aktivovana proteinkinasa

bifunk¢ni enzym PDNS (AICART a IMPCH)
3-azido-3-deoxythymidin — zidovudin

,»Cluster Analysis* — klastrova (shlukova) analyza
fosforibosylaminoimidazolkarboxylasa

cyklicky adenosinmonofosfat

kapilarni elektroforéza

,,Collision Induced Dissociation* — technika kolizi indukované
disociace

,,Centered Log-Ratio* — typ transformace dat

,Concentrative Nucleoside Transporters* — koncentracni
nukleosidovy transportér

,,Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/
and CRISPR Associated System 9 — technika Gpravy genomu
CRISPR RNA

,,Coefficient of Variation* — varia¢ni koeficient
,Discriminant Analysis“ — diskriminac¢ni analyza

,Data Dependent Analysis* — data dependentni analyza
,Dulbecco's Modified Eagle's Medium® — bunééné kultivacni
médium

»equilibrative insensitive* — ekvilibracni nesenzitivni ENT2
transportér

»Equilibrative Nucleoside Transporters* — ekvilibra¢ni
nukleosidovy transportér

»equilibrative sensitive* — ekvilibracni senzitivni ENT1
transportér

elektrosprej

fosforibosylformylglycinamidinsyntetasa

»Full Width at Half Maximum* — §itka piku v polovin€ jeho
vysky

glycinamidribonukleotidsyntetasa
Glycinamidribonukleotidtransformylasa — trifunk¢ni enzym
PDNS (GARS, GART a AIRS)

plynové chromatografie

,Homologous Directed Repair® — homologné¢ fizené opravy
,Henrietta Lacks® — prvni lidské rakovinna bunéc¢na linie
hypoxantinguaninfosforibosyltransferasa

,Hydrophilic Interaction Chromatography* — hydrofilni
interak¢ni chromatografie
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HIV

HMDB
HNH
IMPCH
KEGG
LC
LC-MS
LDA
LOESS

LIPID MAPS

MEM
M
MLR
MP
MVDA
m/z
NBMPR
NCE
NHEJ
Nuc
OMIM

OPLS-DA

OSC
PAICS
PAM

PCA
PCs
PDNS
PFAS

PLS-DA

PLS-R

pan
PRPPS
Pun

Pyn

QC vzorek

QqQ
Q-TOF

ROC kiivka

RT
RuvC
SAICARS

,2Human Immunodeficiency Virus* — virus lidské
imunodeficience

,,Human Metabolome DataBase* — online databaze

nukleasova doména Cas proteinu
inosinmonofosfatcyklohydrolasa

,,Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes* — online databaze
kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni detekci
,Linear Discriminant Analysis* — linedrni diskriminacni analyza
statisticka regresni metoda

,,Lipid Metabolites And Pathways Strategy* — online databaze
,.Minimum Essential Medium® — bunééné kultivaéni médium
,Monolsotopic mass* — monoizotopickd hmotnost

,Multiple Linear Regression‘ — vicerozmérna linearni regrese
merkaptopurin

»MultiVariate Data Analysis“ — vicerozmérnd statistickd analyza
pomér hmotnosti a naboje

nitrobenzylmerkaptopurinribosid

,Normalized Collision Energy* — normalizovana kolizni energie
,,Non-Homologous End Joining“ — nechomologni lepeni koncti
nukleosid

,,Online Mendelian Inheritance in Man* — online databaze
dédi¢nych genetickych poruch

,Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis* —
ortogonalni diskriminaéni analyza nejmensich ¢tverct
,Orthogonal Signal Correction® — korekce ortogonalniho signalu
bifunkéni enzym PDNS (CAIRS a SAICARS)

,,Protospacer Adjacent Motif* — sekvence protospacer ptilehlého
motivu

,Principal Component Analysis“ — analyza hlavnich komponent
,Principal Components* — hlavni komponenty

,,Purine De Novo Synthesis* — purinova de novo syntéza
fosforibosylformylglycinamidinsyntetasa — monofunk¢ni enzym
PDNS

,Partial Least Squares Discriminant Analysis* — diskriminacni
analyza nejmensich ¢tverct

,Partial Least Squares-Regression* — PLS-regrese
,,Probabilistic Quotient Normalization® — typ transformace dat
fosforibosylpyrofosfatsyntetasa

purinové nukleosidy

pyrimidinové nukleosidy

,Quality Control*“ — vzorek kontroly kvality

tandemovy hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem
tandemovy hmotnostni spektrometr s kvadrupolem

a analyzatorem doby letu

»Receiver Operating Characteristic* — ndstroj posuzujici
diagnostické testy

,,Retention Time* — reten¢ni ¢as

nukleasova doména Cas proteinu
fosforibosylaminoimidazolsukcinokarboxyamidsyntetasa
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SD
SgRNA
SMRM
SPLS-DA

SSP geny
TALE

TALENSs

tracrRNA
UHPLC

VIP graf

ZF
ZFNs

»Standard Deviation* — smérodatnd odchylka

»single guide RNA“ — navadéci RNA

»Scheduled Multiple Reaction Monitoring™ — MRM piechod
,,Sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis® —
rozptylend diskrimina¢ni analyza nejmensich ¢tverci

,,Serine Synthesis Pathway* — geny ovliviiujici syntézu serinu
,, Transcription Activator Like Effector” — motiv efektoru
podobného transkripcnimu aktivatoru

,» Transcription Activator Like Effector Nucleases* — nukleasy
motivu efektoru podobného transkripénimu aktivatoru
ntrans-activating crRNA* — transaktiva¢ni crRNA
,Ultra-High Performance Liquid Chromatography*‘ — ultrati¢inna
kapalinova chromatografie

. Variable Importance for the Projection‘ — graf vyznamnosti
proménnych v projekci

»Zinc Finger* — motiv zinkového prstu

,Zinc Finger Nucleases* — nukleasy motivu zinkového prstu
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9 PRILOHY

9.1 Seznam metaboliti z tabulek OPLS-DA VIP a vulkanovych grafi

2nh2ADI
20hisoVAL
3m20BUT
3nh2ISOBUT
4nh2BUT
5-mC
5nh2LEV
7-mG
acMET
ADE

ADP
AICAr
AICAr-3P
AICAR

Alr

AIR

ALA
ALA-GLN
AMP

ASP

ATP

BET

bALA

Co

Cc2
C2-DC/C3-OH
C3

C31
C3-DC/C4-0OH
C4

C4-OH
C4-DC/C5-OH
C5

C6

C12

Cl4

Cl41
C14.1-OH
Cl6

Cl16.1
C16.1-OH
C18

Ci18.1
C18.2
C20.1

2-aminoadipat
2-hydroxyisovalerat
3-metyl-2-oxobutanoat
3-aminoisobutyrate
4-aminobutanoat
5-metylcytidin
5-aminolevulinat
7-metylguanin
N-acetylmethionin
adenylylsulfat
adenosindifosfat
5-aminoimidazol-4-karboxyamidribosid

5-aminoimidazol-4-karboxyamidribosid trifosfat

5-aminoimidazol-4-karboxyamidribotid
5-aminoimidazolribosid
5-aminoimidazolribotid

alanin

alanylglutamin

adenosinmonofosfat

kyselina asparagova

adenosintrifosfat

betain

beta-alanin

karnitin

acetylkarnitin
oxalylkarnitin/hydroxypropionylkarnitin
propionylkarnitin

propenoylkarnitin
malonylkarnitin/hydroxybutyrylkarnitin
butyrylkarnitin

hydroxybutyrylkarnitin
sukcinylkarnitin/hydroxyvalerylkarnitin
valerylkarnitin

hexanoylkarnitin

dodekanoylkarnitin
tetradekanoylkarnitin
tetradecenoylkarnitin
hydroxytetradecenoylkarnitin
hexadekanoylkarnitin (palmitoylkarnitin)
hexadecenoylkarnitin
hydroxyhexadecenoylkarnitin
oktadekanoylkarnitin (stearoylkarnitin)
oktadecenoylkarnitin (oleoylkarnitin)
oktadekadienylkarnitin (linoleoylkarnitin)
eikosenoylkarnitin
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C22.1
CAlIr
CDP
CDP-CH
CMP

Cr

CTP
CYSTAT
dAMP
dATP
deamino-NAD*
DHF
dimGLY
dTTP
ERY4P
EtOHNH2P
FAICAR
FGAr
FGAr-2P
FGAr-3P
FGAR
FGAMr
FGAMR
FRUGP
FUK
FUM
GALAKT
GAL1P
GAr
GAR
GDP
GDPFUK
GDPMAN
GLAT3P
GLC1P
GLC6P
GLCnh2
GLY
GLU
GMP
GROLS3P
GSH
GTP
GuaAc
GuaBUT
hPRO
CHO

IDP

IMP

ITP

dokosadecenylkarnitin
karboxyaminoimidazolribosid
cytidindifosfat
CDP-cholin
cytidinmonofosfat

cytidin

cytidintrifosfat
L-cystathionin
deoxyadenosinmonofosfat
deoxyadenosintrifosfat
deamino-NAD"
dihydrofolat
N,N-dimetylglycin
deoxythymidintrifosfat
erytrosa-4-fosfat
etanolaminfosfat

5-formylamidinimidazol-4-karboxyamidribotid

N-formylglycinamidribosid

N-formylglycinamidribosid difosfat
N-formylglycinamidribosid trifosfat

N-formylglycinamidribotid
N-formylglycinamidinribosid
N-formylglycinamidinribotid
fruktosa-6-fosfat

fukosa

fumarat

galaktitol
galaktosa-1-fosfat
glycinamidribosid
glycinamidribotid
guanosindifosfat
GDP-L-fukosa
GDP-mannosa
3-fosfoglycerat
glukosa-1-fosfat
glukosa-6-fosfat
glukosamin

glycin

kyselina glutamova
guanosinmonofosfat
glycerol-3-fosfat

glutation

guanosintrifosfat
guanidinoacetat
4-guanidinobutanoat
hydroxyprolin

cholin

inosindifosfat
inosinmonofofat
inosintrifostat
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KAP

KRE

KYN

LAK

MAL
MANNI
MET
NACASP
NAcCGALNh2
NAcGLCnh2
NacGLU
NAcCMANnNh2
NAcPut
NAMN
nh2isobut
NmHIS
oPRO
OPSER
PANTO

PC

PEP

PIPE

PRA

PRO

PRPP

PS

pseuUR
SAdo
SAICAr
SAICAR
S-AMP
SARK
SArMET / SAM
SER
SORBG6P
SPER

TAU

THF

THRE

UDP
UDP.NAcGLCnh2

kyselina kaprova

kreatin

kynurenat

laktat

malat

mannitol

methionin

N-acetylaspartat
N-acetylgalaktosamin
N-acetylglukosamin
N-acetylglutamat
N-acetylmannosamin
N-acetylputrescin
nicotinamidmononukleotid
kyselina 2-aminoisobutanova
N-metylhistamin
5-oxoprolin
O-fosfo-L-serin
pantothenat
fosfatidylcholin
fosfoenolpyruvat
pipekolat

fosforibosylamin

prolin
5-fosforibosylpyrofosfat
fosfatidylserin
pseudouridin
sukcinyladenosin
5-aminoimidazol-4-(N-sukcinylkarboxyamid)ribosid
5-aminoimidazol-4-(N-sukcinylkarboxyamid)ribotid
adenylsukcinat

sarkosin
S-adenosyl-L-methionine
serin

sorbitol-6-fosfat

spermin

taurin

tetrahydrofolat

threonat

uridindifosfat
UDP-N-acetyl-D-glukosamin
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