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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

Zpracovani literarni reSerSe shrnujici dostupné poznatky o dédicnych
metabolickych poruchach se zaméfenim na organické acidémie a jejich
laboratorni diagnostiku

Shrnuti aktualniho stavu analyzy organickych kyselin pro diagnostiku dédi¢nych
metabolickych poruch a studium cileného metabolomického ptistupu v klinické

oblasti

Prakticka cast:

Klinicka cilend metabolomickd analyza biologickych materidlti (napf. moc,
sérum, plasma, bunééné linie) zaméfend na komplexni skupinu organickych
kyselin metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii na principu trojitého kvadrupdlu

Ptiprava biologickych vzorki pro diagnostiku dédiénych metabolickych poruch
(organickych acidémii), jejich analyza nové vyvinutou metodou viz vyse,

kvantitativni vyhodnoceni namétenych dat a interpretace vysledk



1 UVvOD

Dédi¢né metabolické poruchy jsou molekuldrnimi chorobami zptisobené mutaci jednoho
genu. Velkou skupinou téchto onemocnéni jsou organické acidémie, které postihuji
intermediarni metabolismus rtiznych skupin latek a dochdzi ke hromadéni organickych
kyselin v télnich tekutinach. Nabouravaji tak acidobazickou rovnovahu organismu, coz
byva pro pacienty fatalni. Souc¢asna diagnostika téchto onemocnéni spociva v populacnim
screeningu (napf. novorozenecky screening, v CR pro 18 onemocnéni), nebo se provadi
selektivni screening pro osoby trpicimi ur€itymi pfiznaky, a to na trovni metabolitd,
proteini nebo nukleovych kyselin. Momentdlné¢ se rutinni laboratorni analyza
organickych kyselin provadi pomoci plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
detekci. Tato metoda trpi urcitymi nedostatky, mezi které patii predevSim Casova
naro¢nost ptipravy vzorku, neschopnost detekce mnoha neutralnich a pozitivné nabitych
analyzy organickych kyselin soustfedi na zjednoduseni, a pfedev§im zrychleni jejich
analyzy za pomoci jinych metod, pfi€emZ nejvétSi potencial ma praveé kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci, ktera vykazuje velmi dobrou citlivost

a selektivitu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Dédi¢né metabolické poruchy

Dédicné poruchy metabolismu jsou molekularnimi, v naprosté vétSin€ pripadi
autosomalné recesivnimi chorobami, které jsou zplsobeny mutaci jednoho genu
(tzv. single-gen diseases). Tato mutace muze piedstavovat deleci jednoho nebo vice para
nukleotidu, jejich inverzi, pfemisténi ¢i opakovani urcité sekvence (Racek et al., 2006).
Naslednou replikaci, transkripci a translaci tak vznika defektni protein (¢i riizné typy
RNA), ktery v zavislosti na své funkci, zptsobuje vice ¢i méné zavazné poruchy
metabolismu. Defekt tedy mliZze postihnout enzymy, krevni bilkoviny neenzymové
povahy, strukturni proteiny bunétné membrany, receptory, iontové kanaly, regulacni
proteiny (Racek et al., 2006).

Celkovy vyskyt téchto onemocnéni je pomérné vysoky, uvadi se 1:1000 az 1:600. Toto
¢islo mize byt redlné 1 vyssi, jelikoZ mnoho pacientli miize spravné diagnoze unikat.
V ramci riznych zemi je incidence velmi rozmanita, zalezi to na nékolika faktorech:
znalost 1ékait, dostupnost diagnostickych metod a skute¢na geneticka incidence. Nékteré
oblasti se pak mohou vyznacovat zvlasté¢ vysokou incidenci jednoho typu onemocnéni
(napt. v nékterych oblastech Slovenska se hojné vyskytuje alkaptonurie) (St'astnd, 2008).

Klinické projevy jsou velmi rozmanité a zahrnuji riznou kombinaci u jednotlivych
onemocnéni (napt. zvraceni, koma, selhani jater, zachvaty, hypotonie, neprospivani,
opozdény vyvoj aj.) (Saudubray a Cazorla., 2016). Ackoliv se naprosta vétSina piiznakt
objevuje v détském véku, mohou se objevit i u adolescentt a dospélych. Tyto formy DMP
s pozdnim nastupem se Casto nerozpoznaji, a tak jejich prevalence neni znama (Sirrs
et al., 2016). Nejcastéji maji tito pacienti psychické nebo neurologické projevy, véetné
atypické psychozy nebo deprese, demenci, poruchy pohybu a epilepsie (Saudubray et al.,
2016). Prubeh téchto onemocnéni miize byt chronicky, nékdy progresivni a pro nékteré
DMP je charakteristické opakovani akutni dekompenzace, zptisobené zvysenou hladinou
toxickych metaboliti (Stastna, 2008).

VétSina z téchto poruch je 1écCitelna a vyzaduje okamzité odstranéni toxinu z téla
specidlnimi dietami nebo ,.Cisticimi® 1éky (karnitin, benzoat sodny, penicilamin atd.)
(Saudubray, 2016). Dlouhodoba terapie spociva v dieté, jako je omezeni konzumace
proteint, vyhybani se hladovéni nebo podavani kofaktorti. V poslednich letech se
objevuji i nové specifické zplisoby 1écby, jako je enzymova terapie, transplantace kostni

diené pro néktera lysosomalni onemocnéni ze sttddani, transplantace organti u nemocnéni



mo&ovinového cyklu nebo organickych acidurii (Saudubray a Cazorla., 2016). Zadna
z téchto terapii vSak neni kauzalni 1é€bou. Tou je pouze oprava mutovaného genu nebo
jeho nahrada genem intaktnim (Racek et al., 2006). Tato moznost 1é¢by je stale ve fazi

vyzkumu.

2.1.1 Organické acidémie

Organické acidémie jsou heterogenni, nejcastéji autozomalné recesivni onemocnéni
z tiidy dédi¢nych metabolickych poruch, vznikajici defektem v intermediarnich
metabolickych drahach sacharidti, aminokyselin, nukleovych kyselin, steroidd a oxidaci
mastnych kyselin. Dochazi pti nich k akumulaci organickych kyselin v tkanich a t€lnich
tekutinach a nasledné zvySenému vylucovani z téla moci, ktera se dobie vySetiuje (Ozand,
a Gascon, 1991; Blau et al., 2008; Gallagher et al., 2018). Jako organické acidémie
oznacujeme onemocnéni, pii nichZ dochéazi ke zvySené koncentraci organickych kyselin
Vv plasmé, kdezto pti organickych aciduriich je zvySena koncentrace v moci. Organické
kyseliny jsou slouceniny, které jsou ve vodé rozpustné, obsahuji jednu nebo vice
karboxylovych skupin, pfipadné jiné dalsi funkéni skupiny (napi. -keto, -hydroxyl, viz
Obr. 1). Nachazeji se i u zdravych jedinct, jakozto meziprodukty metabolickych drah,
ovSem nedostatek enzymu/proteinu pro jejich dalsi metabolizaci zpisobuje u pacientt
jejich akumulaci v téle v abnormalnim mnozstvi, a tim naruseni acidobazické rovnovahy
a zménu intracelularnich biochemickych pochodd, které vedou k progresivni

encefalopatii (Villani et al., 2017).

X X

o
X-C-C-CO0H

XX

Obrazek 1 Obecnd struktura organickych kyselin. Symbol -X pfedstavuje jakoukoliv funkéni
skupinu (-hydroxy, -keto, -hydrogen, -karboxy) nebo bo¢ni fetézec (Pievzato z Blau et al., 2008).

Dalsimi skupinami latek pii analyze organickych kyselin jsou acylglyciny
a acylkarnitiny. Acylglyciny vznikaji konjugaci acyl-CoA s glycinem a jsou to normalni
minoritni metabolity mastnych kyselin. Tato reakce je katalyzovana mitochondrialnim
enzymem glycin N-acylasou (EC 2.3.1.13), kterd mimo jiné také katalyzuje vznik
kyseliny hippurové a salicylmocové (Bartlett a Gompertz, 1974). V uréitych ptipadech
DMP dochazi k nadmérné vylucovani specifického acylglycinu. Karnitin hraje dileZitou
roli pfi B-oxidaci mastnych kyselin (Fritz, 1963) a pfi metabolismu aminokyselin

S rozvétvenym fetézcem. Je zodpoveédny za prenos mastnych kyselin (MK) s dlouhym

10



fetézcem pres vnitini mitochondridlni membranu, kde nasledné probiha B-oxidace. Na
Obr. 2 je schéma tohoto pfenosu pies mitochondridlni membrany. VétSina klasickych
organickych acidurii zptisobena defekty v naslednych metabolickych drahach je spojena
se sekundarni deficienci karnitinu (Blau et al., 2008). Za patologickych podminek, napt.
pii poruchach oxidace MK nebo pii organickych acidemiich je z diivodu deficience acyl-
CoA-dehydrogenasy funkce karnitinu, jakozto modulatoru intracelularni koncentrace
CoA, regulatoru toku substratu, rovnovahy energie pies membrany mitochondrii,
stézejni. Za takovych podminek se acyl-CoAs hromadi v matrix a karnitin je vyuzivan

pro pienos téchto latek z mitochondrii (Blau et al., 2008).
Mastné kyseliny acyl-CoA CoASH

Vnéjsi mitochondrialni
membrana

Karnitin

Acylkarnitin

Vnitini mitochondrialni
membréana

- Oxidace «—— Acyl-CoA CoASH
Mitochondrialni matrix

Obrazek 2 Schéma pfenosu mastnych kyselin pfes mitochondridlni membrany za ucasti
karnitinového pienasece (pievzato z Funkce bunék a lidského téla, multimedialni skripta; Fontana
et al., 2016).

vvvvvv

enzymu/proteinu, piisluSného EC ¢isla a nazvu mutovaného genu jsou uvedeny
Vv nasledujicich tabulkach 1az 9 podle metabolismu, ktery postihuji. Tabulky byly
votvofeny za UcCasti databazi UniProt (https://www.uniprot.org/), Metagene
(http://www.metagene.de/), Human Metabolome Database (http://www.hmdb.ca/)
a Orphanet (https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php), diky které¢ byla vytvoiena
i klasifikace jednotlivych onemocnéni to tfid podle postihovaného metabolismu. Ke
kazdé tabulce nélezi metabolické drahy s vyznaenymi defektnimi enzymy. Tyto mapy
byly vytvoteny v on-line softwaru KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(https://www.genome.jp/kegg). K jednotlivym skupinam uvadim kratky popis vybranych

onemocnéni.
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2.1.2 Organické acidémie zpisobené defekty v metabolismu
aminokyselin

Dédi¢né metabolické poruchy aminokyselin jsou vysledkem zmény Vv katabolismu
aminokyselin: absorpce ve stfevech, exkrece ledvinami a reabsorpce, syntéza proteinti
a metabolismus (Rinaldo et al., 2006). Analyza organickych kyselin Vv modi,
aminokyselin v plasmé a acylkarnitini jsou vhodné screeningové testy pro pocatecni
hodnoceni téchto pacientii. Aminokyseliny v moc¢i jsou zvlasté uzitecné pii deficienci
transportérd aminokyselin v ledvinach, jako napt. cystinurie (DeArmond et al., 2017).

Fenylketonurie (PKU) je nejb&zngjsi nemoci metabolismu aminokyselin, jejiz
incidence ve svét¢ je piiblizné 1:13000, v Ceské republice 1:6500. Nedostatek
fenylalaninhydroxylasy (PAH) vede knahromadéni fenylalaninu a soucasnému
nedostatku tyrosinu. Tato aminokyselina hraje dilezitou roli v enzymové Kkatalyze
a bunécné signalizaci, coz zpusobuje poruchy v syntéze neurotransmiterti a naslednou
mentalni retardaci. Poruchami metabolismu tyrosinu trpi také jedinci s tyrosinemiemi
(www.novorozeneckyscreening.cz; DeArmond et al., 2017). Vzhledem k tomu, ZzZe
tetrahydrobiopterin je kofaktor PAH, zodpovédny za pfeménu Phe na Tyr, tak poddvanim
tohoto kofaktoru jedinciim s ur¢itymi mutacemi, se snizuje hladina Phe v plasm¢ (Zurfliih
et al., 2008). Momentalné ale jedinou spolehlivou 1é¢bou této nemoci je dieta chuda
na Phe (Burgard et al., 2016).

Leucinéza (MSUD), nebo také nemoc javorového sirupu, vznika kvali defektu
v katabolismu aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (Val, Leu, Ile). Dochazi tak
k nahromadéni 2-ketokyselin a 2-hydroxykyselin v téle, coz vede k zavazné toxicité
(DeArmond et al., 2017). Ackoliv je celosvétova incidence pomérné nizka, 1:185000, tak
se toto onemocnéni hojné vykytuje u nekterych etnik, naptiklad u askenazstich zida
1:113, nebo u starozdkonnych Mennonitii 1:176. Lécba spocivd v dieté chudé na

aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (Www.novorozeneckyscreening.cz).
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Tabulka 1 Seznam onemocnéni zpuisobené defekty v metabolismu aminokyselin. Ke kazdému
onemocnéni nalezi zkratka pod nazvem onemocnéni, nazev defektniho enzymu/proteinu, EC ¢islo

Leucinoza

vvvvvv

2-0xoisovaleratdehydrogenasa | 1.2.4.4 | BCKDHB, BCKDHA

MSUD

Tyrosinemie typu |

2-ketoisokaproova kyselina, 2-ketoisovalerova kyselina, 2-
keto-3-methylvalerova kyselina, 2-hydroxyisokaproova
kyselina, Citrat, 2-hydroxyisovalerova kyselina, 2-hydroxy-3-
methylvalerova kyselina

Fumarylacetoacetasa | 3.7.1.2 | FAH

T1

Tyrosinemie typu Il

4-hydroxyfenyllaktat, N-acetyltyrosin, Sukcinylaceton,
Vanillylmandlova kyselina, 3,4-dihydroxymandlova kyselina,
4-hydroxyfenylacetat, 4-hydroxyfenylpyruvat

Tyrosinaminotransferasa | 2.6.1.5 | TAT

T2

Fenylketonurie

4-hydroxyfenyllaktat, N-acetyltyrosin, 4-hydroxyfenylacetat,
4-hydroxyfenylpyruvat

Fenylalaninhydroxylasa | 1.14.16.1 | PAH

PKU

2-aminoadipova acidurie

Fenyllaktat, Fenylpyruvat, Mandlova kyselina, Fenylacetat, 2-
hydroxyfenylacetat, 5-hydroxyindolacetat, Homovanilova
kyselina, Vanillylmandlova kyselina, 3-hydroxyfenylacetat

2-oxoglutaratdehydrogenasa, slozka E1 | 1.2.4.2 | DHTKD1

AA 2-aminoadipova kyselina, 2-hydroxyadipova kyselina, 2-
oxobutyrat
Deficience 3-hydroxyisobutyryl-CoA-hydrolasa | 3.1.2.4 | HIBCH
3-hydroisobutyryl-CoA-
hydrolasy
HIBCHD 2-hydroxyisovalerova kyselina; 2,3-dihydroxy-2-

5-oxoprolinasova
deficience

methylbutanoat

5-oxoprolinasa | 3.5.2.9 | OPLAH

OPLAHD

Blue diaper syndrom

Pyroglutamova kyselina

BDS

Dimethylglycinurie

Indol-3-acetat; 5-hydroxyindolacetat

Dimethylglycindehydrogenasa | 1.5.99.2 | DMGDH

DMGDHD

Hawkinsonurie

Butyrylglycin; N,N-dimethylglycin

4-hydroxyphenylpyruvatedioxygenasa | 1.13.11.27 | HPD

HU 4-hydroxyfenylacetat; 4-hydroxyfenylpropionat;
4-hydroxyfenyllaktat;
Deficience Maleylacetoacetatisomerasa | 5.2.1.2 | GSTZ1
maleylacetoacetatisomerasy
MAAID Sukcinylaceton
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Tabulka 1 Seznam onemocnéni zplisobené defekty v metabolismu aminokyselin. Ke kazdému
onemocnéni nalezi zkratka pod ndzvem onemocnéni, ndzev defektniho enzymu/proteinu, EC

vvvvvv

Deficience Glutathionsynthetasa | 6.3.2.3] GSS
glutathionsynthetasy
GSD Pyroglutamova kyselina
Alkaptonurie Homogentisat-1,2-dioxygenasa | 1.13.11.5 | HGD

AKU Homogentisova kyselin
Hyperprolinemie typu Il 6-1-pyrrolin-5-karboxylatdehydrogenasa | 1.2.1.88 | ALDH4A1

HPII Prolin; N-pyrol-2-karboxylglycin
Prolidasova deficience Peptidasa D | 3.4.13.9 | PEPD

PD Glycylprolin
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TYROSINE METAROLISM

Crysteinyl DOPA
-0
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DUpaqu.imma[ Leucodopaquinane
- 114131

- »- O
A _S,ﬁ-DLhyd.mxy- —
(141211 1031] [114121][1.1031] 53312 }—po—| |—>o—]
Phenylalanine, tyrosing and S5A6-I0CH
Typtéphan hinsjmthesis A(L Alanin 3-y1)-2- hydmxg
| Phenol Cis,Cls- mumm & 6 -sertalde] yde
Isocquinoline alkaloid Pheny mpanmd | o] - 13 1129 O Stizolobate
bmsynthes]s msyn 5 (bA]amn Syl)-2- hydmxg
| cois,cis-Tueonafe 6 sernialdefrde ] ]
LT ] E{_jt Duudu- E,Itoﬁsm | RTER 1151130 N ) 1151130 Stizolobinate
JIOne l — LDOF4 41.125] Dopamine
Ce—{11118 H1111g|—o<—|11113| ————————————— LIIE1 4O i T o EEEREE
114162 (41128
C#—LI118 [40128]  N.Mepl 2114
Tstiodathyrozize /~ o ¥ tyraming 43, Isguine
soquinoling alkaloid ([ —— —— 21127 3o : :
bivsymthesis ! O O hydogphenyl- 43122 biosynthesis
| 14354 4-Courarate  propatoate ¥
i A3,
4 Hidrory- | 1.4.3.21l 1482 o [aL11m] [ta32] 3-{3, 4 Diihyrdrony- ¥3,4 Dby ¥, g
henyl! e - WLEL0T-
Sahdms].d.ce) phenylethanol - k———(-\z Horderire J ¥ ] phenylipymnea gﬁ%ﬁyﬁﬁuae‘”.“m gﬁ%;lggﬂ Olyrarm.ne | 1434| | 1434| |1434 |
{111 § hiyoy [ALLE on 1127 (a3 qu
phefiplecstaldelipde | Dhormips et 7 henylhcte [tzis])[1z120] [1434] ,)ﬂdyfjtfé?g'
_______ 1215 1212 23] BB yIES, 3D St
Hormoproto- pheny) mpenoate  PREyUACate
{7 catechu.ate ¥ . 3 4D ¥ ¥ Methoxy
[114145]--0mL 1aus==E0 [La1318]—= 0?15;‘{“;3}:' p‘henyla%‘eﬂtl;e ok
3. Hyd.mxy he}"d-“?' Homogentisate
phenylacetate phenylacetate
[L1z115] [1z12e][1231] [2116] [1215] 1215
2-H - S-carbon
]mxu%onate " ACHlaro- 4 Hydroy- Gentisate i
se b 4 i pheryl- phenylacetyl-Cod 4 Mlaleyl-
acetate acetoacetate FRosmarinate ot
l Homorvanillate 3-Methooy- 3 Ilethnay-
¥ 4hydro )%r Ay
S-Cathoogroethyl- phen%{le VlEne-  mandelaté
2L xy'mu/:omte? gradation 31 KAE
53310 l l
S-Carbory-2-oxohept- 4H heryl. 4—Hydmxypheny1- 4F 1 & 3-Fumaryl-
"Y3_emdi0§te 0 acetgirg]gl?lm agld O O acetylghyrime acetoacefate prrirvate
[z712] [3715|[z7120] [37123]
2-Chobept-
. " i emdlogte Fumarate
- ta- ._-_. 24 Dik hept- .-
3 i goten T +—{ HpaG Hyp ?2 ey 7
HpaH o}
A cetoacetate

Obrazek 3 Metabolicka mapa tyrosinového metabolismu. Cervené ozna¢ené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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LYZIMNE DEGRADATION
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Obrazek 4 Metabolicka mapa degradace lysinu. Cervené oznacené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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ARGININE AND PROLINE METABOLISM
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Obrazek 5 Metabolickd mapa metabolismu argininu a prolinu. Cervené oznacené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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PHEMYLALAMINE METABOLIZN |
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Obrazek 6 Metabolickd mapa metabolismu fenylalaninu. Cerven& oznadené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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GLUTATHIONE METABOLISM |
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Obrazek 7 Metabolicka mapa metabolismu glutathionu. Cervené oznac¢ené jsou defektni enzymy
zpusobujici organické acidémie.
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VALIME, LEUCINE AMD ISOLEUCINE DEGRADATION
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Obrazek 8 Metabolickd mapa metabolismu aminokyselin s rozvétvenym fetézcem. Cervené
oznacené jsou defektni enzymy zpusobujici organické acidémie.
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CYSTEINE AND METHIONINE WETAB OLIEM
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Obrazek 9 Metabolickd mapa metabolismu cysteinu a methioninu. Cervené oznacené jsou
defektni enzymy zptsobujici organické acidémie.
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2.1.3 Klasické organické acidémie/acidurie

Jako klasické organické acidémie Se nazyvaji onemocnéni, které postihuji metabolismus
aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (BCAA), tedy leucin, isoleucin a valin (Villani
etal., 2017). Kazda literatura nabizi ruznou klasifikaci, mohou se tedy mezi nimi
vyskytnout i nemoci postihujici jiny metabolismus, napiiklad metabolismus mastnych
kyselin. Nebo naopak mohou byt pfifazeny k jinému metabolismu.

Isovalerova acidémie (IVA) patifi mezi klasické organické acidémie postihujici
katabolismus leucinu, konkrétn¢ isovaleryl-CoA-dehydrogensu, a nasledkem toho
dochazi ke zvysené koncentraci isovaleryl-CoA v téle (DeArmond et al., 2017). Tento
enzym je homotetramer, je syntetizovan v cytoplasmé jako prekurzor a po naslednych
posttranslacnich modifikacich je zraly protein transportovan do mitochondrii (DeArmond
et al., 2017). Svétova incidence tohoto onemocnéni je 1:230000 narozenych déti
(www.novorozeneckyscreening.cz). Lécba spoCiva Vvnizkém pfijmu proteint
v kombinaci se suplementaci karnitinem a glycinem, které dokazi navazat toxicky
isovaleryl-CoA. Pii v€asné diagnoze a 1é¢bé se vétsina pacientti vyviji normalné (Schiff
et al., 2016).

Propionova acidémie (PA) je zptisobena deficienci mitochondridlni propionyl-CoA-
karboxylasy, ktera je sloZena ze dvou podjednotek a vyuziva biotin jako kofaktor (Schiff
el al., 2016). Dusledkem akumulace propionyl-CoA je inhibi¢ni efekt jinych
metabolickych drah a zvySena koncentrace acylkarnititi, coz vede k relativni karnitinové
deficienci a zvysené syntéze mastnych kyselin s lichym poc¢tem uhlika (Schiff et al.,
2016). Methylmalonova acidurie (MMA) je onemocnéni zpusobené deficienci
methylmalonyl-CoA-mutasy, kofaktorem je adenosylkobalamin, a tak onemocnéni
tvorby adenosylkobalaminu zptsobuje variantni formy MMA (Schiff et al., 2016). Lécba
obou onemocnéni spociva v proteinové dieté, suplementaci vitaminu B12, pfi¢emz na
tuto 1é¢bu neodpovida kazdy pacient. VétSina pacientt, ktera odpovida na suplementaci
hydroxykobalaminu potiebuji jen mirné proteinové omezeni nebo viibec zadné. Dalsi
moznosti je podavani karnitinu, metronidazolu, jelikoz propionat je z €asti produkovan
i mikroorganismy a ristového hormonu pro jedince s chabym rustem (Schiff et al., 2016).

Glutarova acidurie typu 1 je zpusobena deficienci glutaryl-CoA-dehydrogenasy, ktera
se ucastni katabolismu lysinu, hydroxylysinu a tryptofanu. ZvySené koncentrace téchto
aminokyselin a jejich produkti mohou zpusobit poskozeni bazalnich ganglii, coz vede

k dystonii a dyskinezi (Greenberg et al., 1995; Lo, 2017). Incidence u bélosskych
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populaci se uvadi 1:40000, vysoka incidence heterozygoti (1:10) je zndma u Amisi
V Pensylvanii  (www.novorozeneckyscreening.cz).  Novorozenci trpi  obvykle
makrocefalii, dal§i symptomy jako metabolickd acidéza nastupuji pozdéji. Lécba
spociva v podavani karnitinu, riboflavinu, antipyretik, tekutin, insulinu a glukosy a také
v dieté chudé na lysin (Lo, 2017; Hoffmann a Kélker, 2016). Pokud jsou pacienti 1é¢eni
spravné, vice nez 80 % z nich se vyviji normaln¢ (Tsai et al., 1989)

Tabulka 2 Seznam klasickych organickych acidurii. Ke kazdému onemocnéni nalezi zkratka pod
nazvem onemocnéni, ndzev defektniho enzymu/proteinu, EC ¢islo enzymu, mutovany gen a
nejdulezitéjsi biomarkery pro dané onemocnéni.

Isovalerova acidémie Isovaleryl-CoA-dehydrogenasa, mitochondrialni | 1.3.8.4 | IVD

IVA 3-hydroxyisovalerova kyselina; Isovalerylglycin;
Isovalerylglutamat; Methylmalonova kyselina;
Isovaleryl-L-karnitin

Deficience 3- 3-methylkrotonyl-CoA-karboxylasa, podjednotka alfa | 6.4.1.4|
methylkrotonyl-CoA- MCCC1
karboxylasy
3-MCCD 3-hydroxy-isovalerova kyselina; 3-methylkrotonylglycin
Mnohonasobna Biotin-protein ligasa | 6.3.4.10] HLCS
karboxylasova deficience
MCD 3-hydroxyisovalerova kyselina; Laktat; Methylcitrat;

Tiglylglycin; 3-hydroxypropionova kyselina;
3- hydroxyvalerova kyselina; 3-methylglutarova kyselina;
3- methylkrotonylglycin; Gltarova kyselina; Suberova
kyselina; Sebakova kyselina;

3-hydroxy-3-methylglutarova  Hydroxymethylglutaryl-CoA-lyasa, mitochondrialni | 4.1.3.4]
acidurie HMGCL

HMGCLD 3-hydroxy-3-methylglutarova kyselina; 3-methylglutakonova
kyselina; 3-methylglutaryl-L-karnitin; 3-methylglutarova
kyselina; 3-hydroxy-isovalerova kyselina;
3- methylkrotonylglycin; Adipova kyselina;

3-methylglutakonova 3-methylglutakonyl-CoA-hydratasa | 4.2.1.18 | AUH
acidurie
MGALl 3-methylglutakonova kyselina; 3-methylglutarova kyselina;
Laktat, Sukcinat; Pyruvat
3-ketothiolasova deficience Acetyl-CoA-acetyltransferasa, mitochondrialni | 2.3.1.9]
ACAT1
KTLD 2-methyl-3-hydroxybutyrat; 2-methyl-acetoacetat;

3- methylkrotonyl-L-karnitin; Tiglyl-L-karnitin;
3- hydroisovalerova kyselina; 3-hydroxypropionova kyselina;
3-methylkrotonylglycin; 3-hydroxybutyrat; Tiglylglycin

2-methylbutyryl-CoA- Dehydrogenasa acyl-CoA s kratkym/rozvétvenym fetézcem
dehydrogenasova deficience |1.3.99.12 | SBCAD
SBCADD 2-methylbutyrylglycin; 2-ethylhydrakrylat; Isobutyrylglycin;

2-methylbutyryl-L-karnitin
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Tabulka 2 Seznam klasickych organickych acidurii. Ke kazdému onemocnéni nalezi zkratka pod

vvvvvv

biomarkery pro dané onemocnéni pokracovani.

2-methyl-3-hydroxybutyryl-

3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasa typu 2 | 1.1.1.178 |

CoA-dehydrogenasova HSD17B10
deficience
HSD10 2-methyl-3-hydroxybutyrat; 2-ethylhydracrylat; Laktat;

Propionova acidémie

Tiglylglycin

Propionyl-CoA-karboxylasa, o a 3 fetézec | 6.4.1.3| PCCA,
PCCB

PA

Methylmalonové acidurie

3-hydroxypropionova kyselina; Methylcitrat; Propionylglycin;
3-hydroxyvalerova kyselina; Tiglylglycin;
Propionyl-L-karnitin

Methylmalonyl-CoA-mutasa | 5.4.99.2 | MMUT

MMA

Glutarova acidurie typu I

Methylmalonova kyselina; 3-hydroxyvalerova kyselina;
3- hydroxypropionova kyselina; Methylcitrat; Propionyl-L-
karnitin

Glutaryl-CoA-dehydrogenasa, mitochondrialni | 1.3.8.6 |
GCDH

GA1l

2-hydroxyglutarova acidurie

Glutarova kyselina; 3-hydroxyglutarova kyselina;
Glutaryl-L-karnitin; Glutakonova kyselina

D-2-hydroxyglutaratdehydrogenasa, mitochondrialni

typu | | 1.1.99.39 | D2HGDH
MMA 2-hydroxyglutarova kyselina; 2-oxoglutarova kyselina;
Sukcinat; GABA; 4-aminobutyrat
Kombinovand MA a MMA

Canavanova choroba

Malonyl-L-karnitin

Aspartoacylasa | 3.5.1.15 | ASPA

ASPA N-acetylaspartat
Deficience isobutyryl-CoA- Isobutyryl-CoA-dehydrogenasa | 1.3.8.- | ACAD8
dehydrogenasy
IBDD Isobutyrylglycin; Isobutyryl-L-karnitin

Deficience aminoacylasy |

Aminoacylasa 1|3.5.1.14 | ACY1

ACYD1D N-acetylAKs; Acetylglycin
3-hydroxyisobutyrova 3-hydroxybutaratdehydrogenasa | 1.1.1.31 | HIBADH
acidurie
HIBA 3-hydroxyisobutyrat
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Obrazek 10 Metabolicka mapa metabolismu aminokyselin s rozvétvenym fetézcem patiicich do
skupiny klasickych organickych organickcyh acidurii. Cervené oznacené jsou defektni enzymy
zpusobujici organické acidémie.
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BIOTIN METABOLISM
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Obrazek 11 Metabolicka mapa metabolismu biotinu. Cervené oznaéené jsou defektni enzymy
zpusobujici organické acidémie.
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Obrazek 12 Metabolicka mapa B-oxidace mastnych kyselin. Cervené oznagené jsou defektni
enzymy zpusobujici organické acidémie.
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Obrazek 13 Metabolicka mapa biosyntézy argininu. Cervené oznaéené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie
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2.1.4 Organické acidémie zpiisobené defekty v metabolismu mastnych
kyselin

Nejvetsi cast téchto onemocnéni tvofi poruchy B-oxidace mastnych kyselin (BOX MK),
coz muze narusit zdroj energie mnoha tkani, nejvice kosterni a srde¢ni sval, a schopnost
téla produkovat energii za nedostatku glukosy. Tato draha je také spojena s produkci
ketolatek, jako jsou acetoacetat a 3-hydroxybutyrat, které jsou zdrojem energie pro tkang,
které nejsou schopny pfimo oxidovat mastné kyseliny, jako naptiklad mozek (Jones
a Bennett, 2017).

Translokasova deficience (CACTD) je zptsobena defektem v translokasovém
proteinu ve vnitfni mitochondridlni membrané, ktery transportuje acylkarnitiny
S dlouhym fetézcem do matrix a volny karnitin do cytosolu. Tim je znemoZnéna oxidace
MK s dlouhym fetézcem (Jones a Bennett, 2017). Lécba spociva v zabrané toku skrz
karnitinovy transport a BOX MK, zejména v obdobi hladovéni, horec¢ky a ztraty zivin
gastrointestinalnim traktem. Pacienti pfijimaji Ziviny ve formé sacharidll pro zabranéni
télesnému stresu, progndza byva Spatnd a je také velmi obtizné kontrolovat vysoké
koncentrace amoniaku u téchto pacientii (Jones a Bennett, 2017). Toto onemocnéni je
velmi vzacné, bylo potvrzeno méné nez 30 piipadi (www.novorozeneckyscreening.cz).

Poruchy BOX MK (SCADD, MCADD, VLCADD, SCHADD, LCHADD, ECHSI1D,
MTPD) postihuji rizné kroky této drahy a rizné dlouhé acyl-CoA. Ackoliv jsou tyto
enzymy specifické na rizné dlouhé fetézce, jejich enzymova specifita se muze prekryvat.
Acyl-CoA se stfedné dlouhym a kratkym fetézcem (pocet uhlikti 4-12) jsou oxidovany
enzymy pro stfedné¢ dlouhé a kratké fetézce, které se nachazi v matrix. Acyl-CoA
S dlouhym a velmi dlouhym fetézcem jsou oxidovany enzymy, které jsou navazany na
vnitini mitochondridlni membranu. Posledni tfi ze Ctyf enzymi pro oxidaci acyl-CoA
S dlouhym fetézcem jsou organizovany do oktamerniho multienzymového komplexu,
mitochondrialniho trifunkéniho proteinu (MTP) (Jones a Bennett, 2017). Poruchy BOX
MK maji pomérné vysokou incidenci, zvlasté v evropské populaci a u romského etnika
(Morris a Spiekerkoetter, 2016; www.novorozeneckyscreening.cz). VétSina pacientt
S timto onemocnénim se musi vyhnout dlouhodobému hladovéni, je tieba dodrzovat dietu
a je vyzadovdno peclivé vedeni béhem akutni ataky, aby se piedeSlo metabolické
dekompenzaci. Karnitin a riboflavin je indikovan u specifickych poruch, nékteré studie
zkoumaly 1 1é¢bu benzafibratem, ktery zvySuje expresi enzymii BOX MK aktivaci,

pficemz u pacientid s deficienci palmitoyltransfesay II doSlo ke zvySeni enzymové
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aktivity (Bonnefont et al., 2009), jina studie ale zvyseni tolerance vici zatézi nebo BOX
MK nezjistila (Orngreen et al., 2014).

Tabulka 3 Seznam onemocnéni zpusobenych defekty v metabolismu mastnych kyselin. Ke

kazdému onemocnéni

onemocnéni.

Glutarova acidurie typu II

nalezi

zkratka pod nazvem onemocnéni, nazev defektniho

vvvvvv

Ubichinonoxidoreduktasa-flavoprotein prenasejici elektron
| 1.5.5.1] ETFA (11A), ETFB (11B), ETFDH (1IC)

GA 2

Deficience acyl-CoA-

Glutarova kyselina; Ethylmalonova kyselina; Adipova
kyselina; Suberova kyselina; Sebakova kyselina;

2- hydroxyglutarova kyselina; Hexanoylglycin;
Isovalerylglycin; Butyrylglycin; Suberylglycin;
Isobutyrylglycin; 4-hydroxybutyrat; Glutaryl-L-karnitin;
Glutarylglycin; 2-methylbutyrylglycin; Burytyl-L-karnitin;
Isobutyryl-L-karnitin; Hexanoyl-L-karnitin; Oktanoyl-L-
karnitin; Dekanoyl-L-karnitin; Dodekanoyl-L-karnitin;
Tetradekanoyl-L-karnitin; Hexadekanoyl-L-karnitin

Acyl-CoA-dehydrogenasa MK s kratkym fetézcem | 1.3.8.1|

dehydrogenasy MK s ACADS
kratkym fetézcem
SCADD Ethylmalonova kyselina; Butyrylglycin; Methylsukcinat;

Deficience acyl-CoA

Adipova kyselina; Suberova kyselina; Sebakova kyselina;
Laktat; Butyryl-L-karnitin

Acyl-CoA-dehydrogenasa MK se stiedné dlouhym fetézcem

dehydrogenasy MK se | 1.3.8.7| ACADM
sttedn¢ dlouhym fetézcem
MCADD 5-hydroxyhexanova kyselina; Suberova kyselina; Sebakova

Deficience acyl-CoA
dehydrogenasy MK s velmi
dlouhym fetézcem

kyselina; Adipova kyselina; 7-hydroxyoktanova kyselina;
Octanediova kyselina; Decanediova kyselina; Hexanoylglycin;
Kaproylglycin; trans-2-decenoyl-L-karnitin;
(3-R)-3-hydroxyhexanoyl-L-karnitin; Malonyl-L-karnitin;
Hexanoyl-L-karnitin; Oktanoyl-L-karnitin; Dekanoyl-L-
karnitin

Acyl-CoA-dehydrogenasa MK s velmi dlouhym fetézcem
| 1.3.8.9] ACADVL

VLCADD

Deficience 3-hydroxyacyl-

Suberova kyselina; Sebakova kyselina; Tetradekanoyl-L-
karnitin; Hexadekanoyl-L-karnitin

3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasa MK s dlouhym fetézcem

CoA dehydrogenasy MK s | 1.1.1.211| HADHA
dlouhym fetézcem
LCHADD 3-hydroxysuberova kyselina; 3-hydroxysebakova kyselina;

Adipova kyselina
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Tabulka 3 Seznam onemocnéni zplsobenych defekty v metabolismu mastnych kyselin. Ke
kazdému onemocnéni nalezi zkratka, nazev defektniho enzymu/proteinu, EC ¢islo, mutovany gen
a nejdilezitéjsi biomarkery pro dané onemocnéni pokracovani.

Deficience
mitochondrialniho Podjednotka B trifunkéniho mitochondrialniho proteinu
trifunkéniho proteinu |2.3.1.16 | HADHB
MTPD Suberova kyselina, Sebakova kyselina; 2-hydroxyadipova
kyselina; 3-hydroxyadipova kyselina; 3-hydroxyoktenediova
kyselina; 3-hydroxysuberova kyselina; 3-hydroxydekanediova
kyselina; 3-hydroxysebakova kyselina;
3- hydroxydodecenediova kyselina; 3-hydroxydodekanediova
kyselina; 3-hydroxytetradecenediova kyselina;
3- hydroxytetradekanediova kyselina;
Deficience 3-hydroxyacyl- 3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasa MK s kratkym fetézcem
CoA dehydrogenasy MK s | 1.1.1.35 | HSD17B10
kratkym fetézcem
SCHADD 3,4-dihydroxybutyrat; 3-hydroxyglutarova kyselina;
Hydroxybutyryl-L-karnitin; Hydroxyhexanoyl-L-karnitin
Translokasova deficience Karnitin-acylkarnitintranslokasa | SLC25A20
CACTD Adipova kyselina; Suberova kyselina; Sebakova kyselina;
Dodekanediova kyselina; Tetradekanediova kyselina;
Suberoyl-L-karnitin; Arachidonyl-L-karnitin;
3-hydroxyhexanoyl-L-karnitin; Palmitoyl-L-karnitin; Stearoyl-
L-karniitn
Deficience malonyl-CoA- Malonyl-CoA-dekarboxylasa | 4.1.1.9 | MLYCD
dekarboxylasy; Malonova
acidurie
MCDD; MA Malonyl-L-karnitin; Malonova kyselina; Methylmalonova
kyselina; Sikcinat
Deficience Monokarboxylatovy transporter 1 | SLC16A1
monokarboxylatového
transporteru |
MCT1D 3-hydroxybutyrat; Acetoacetat; Tiglylglycin;
Methylacetoacetat
Deficience sukcinyl-CoA: Sukcinyl-CoA: 3-ketokyselina-CoA-transferasa | 2.8.3.5 |
3-ketokyselina-CoA- OXCT1
transferasy
SCOT 3-hydroxybutyrat; Acetoacetat
Deficience mitochondridlni 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-synthasa | 2.3.3.10 |
HMG-CoA-synthasy HMGCS1
HMGCS2D Acetoacetat; nepfitomnost 3-hydroxybutyratu; 3-
methylkrotonylglycin
Deficience enoyl-CoA- Enoyl-CoA-hydratasa | 4.2.1.17 | ECHS1
hydratasy MK s kratkym
fetézcem
ECHS1D 2-methyl-2,3-dihydroxybutyrat; Glyoxylat
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Obrazek 14 Metabolicka mapa metabolismu (-alaninu. Cervené oznacené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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Obrazek 15 Metabolicka mapa elongace mastnych kyselin. Cerven& oznagené jsou defektni enzymy zpiisobujici organické acidémie.
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Obrazek 16 Metabolicka mapa metabolismu ketolatek. Cervend oznaéené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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Obrazek 17 Metabolicka mapa B-oxidace mastnych kyselin. Cervené ozna¢ené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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2.1.5 Organické acidémie zptisobené mitochondridlnimi defekty
Mitochondrie, jejichz hlavnim ukolem je produkce energie, jsou zapojeny Vv klicovych
metabolickych drahach, B-oxidaci MK, metabolismu aminokyselin a oxidativni
fosforylace. Mitochondrialni poruchy casto vysledkem defekti v dychacim fetézci
a dal$ich drahach vyzadujici mitochondridlni funkci, jako je replikace, transkripce,
translace, fize nebo sestaveni ribosomu (Couser a Gucsavas-Calikoglu, 2017). Nejvice
postizenymi organy jsou ty s velkymi energetickymi naroky, jako jsou jatra, mozek,
srdce, CNS apod. Pritb¢h téchto onemocnéni byva progresivni, dokonce fatalni (Couser
a Gucsavas-Calikoglu, 2017).

Pearsontiv syndrom je velmi vazné onemocnéni, které zptisobuje heteroplazmatickou
deleci mitochondridlni DNA v rozmezi 1000 az 10000 bp na délku, coz zplsobi ztratu
sekvence kodujici proteiny oxidativni fosforylace. Toto onemocnéni se objevuje uz
v détském veéku, pacienti trpi anémii, nedostate¢nosti pankreatu a jsou zavisli na transfuzi.
Jedinci s timto onemocnéni ¢asto umiraji v brzkém veéku na selhani ledvin ¢i jater (Couser
a Gucsavas-Calikoglu, 2017).

Acyl-CoA-dehydrogenasa 9 je faktor komplexu I dychaciho fetézce. Pacienti s timto
onemocnénim se potykaji s myopatiemi a laktatovou acidémii, néktefi mohou mit
neurologické problémy (Morris a Spiekerkoetter, 2016). Mnoho pacienti s ACAD9
vykazuje odpovéd’ na peroralni dodavani riboflavinu (Gerards et al., 2011).

Mevalonova acidurie je zanétlivé autoimunitni onemocnéni charakterizované
opakovanymi horeckami a z&nétlivymi stavy ve spojeni s chronickym prozanétlivym
stavem monocytt (Drenth et al., 1995; van der Hilst et al., 2008). Momentaln¢ neexistuje
zadna efektivni 1é¢ba, mnoho pacientt umira na selhani dychani (Prietsch et al., 2003;
Bader-Meunier et al., 2011). Nejvice slibna lécba spodiva v podavani antagonistl
receptoru IL-1, jako je Anakinra, ktery blokuje biologickou aktivitu prozanétlivého
cytokinu IL-1pB (Bodar et al., 2005; van der Hilst et al., 2008; ter Haar et al., 2013).

Ethylmalonové encefalopatie (EPEMA) je progresivni multisystémové onemocnéni
s Casnymi zachvaty a neurologickymi komplikacemi postihujici persulfiddioxygenasu,
ktera je dilezitd pro detoxifikaci sulfidu (Tiranti et al., 2009; Kozich et al., 2016).
Hromadici se HoS inhibuje cytochrom c oxidasu (EC 1.9.3.1) a oxidaci MK s kratkym
fetézcem, poSkozuje kapilary a zptsobuje krvaceni do ktize (Kozich et al., 2016). H2S je
produkovan také stitevnimi bakteriemi, coz zpisobuje tézké pretrvavajici prijmy (Kozich

et al., 2016). Lécba spociva v podavani metronidazolu, ktery redukuje bakterialni
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produkci HoS a N-acetylcysteinu, coz je prekurzor glutathionu, ktery dokaze vychytavat

siru z HoS. I presto je prognoza Spatna (Viscomi et al., 2010). Velky potencial ma

transplantace jater, ktera ukdzala u 7mési¢ni divky vyrazné zlepseni (Dionisi-Vici et al.,

2016).

Tabulka 4 Seznam onemocnéni zpusobenych defekty ve funkci mitochondrii. Ke kazdému
onemocnéni nalezi zkratka pod nazvem onemocnéni, nazev defektniho enzymu/proteinu, EC ¢islo

dané onemocnéni.

Deficience acyl-CoA-
dehydrogenasy 9

vvvvvv

Komplex I sestavujici faktor ACAD9 | Q9H845 | ACAD9

ACADD9

Ethylmalonova encefalopatie

2-hydroxybutarat;;

Persulfiddioxygenasa | 1.13.11.18 | ETHE1

EPEMA

Pearsontiv syndrom

2-methylbutyrylglycin; Ethylmalonova kyselina; Laktat;
Butyry- /Isobutyrylglycin; Isovalerylglycin; Methylsukcinat;
Butyryl-L-karnitin

PS

Sengersiv syndrom

3-hydroxy-3-methylglutarova kyselina; 3-methylglutakonova
kyselina

Acylglycerolkinasa | 2.7.1.94 | AGK

SS

Mevalonova acidurie

3-methylglutakonova kyselina

Mevalonatkinasa | 2.7.1.36 | MVK

MKD

Mevalonova kyselina; Mevalonolakton
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Obrazek 18 Metabolicka mapa metabolismu siry. Cervené oznagené jsou defektni enzymy zpiisobujici organické acidémie.
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Obrazek 19 Metabolickd mapa metabolismu glycerollipidu kyselin. Cervené oznacené

defektni enzymy zptsobujici organické acidémie.
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Obrazek 20 Metabolicka mapa biosyntézy zékladni patefe terpenoidii. Cervené oznacené jsou

defektni enzymy zptsobujici organické acidémie.
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2.1.6 Organické acidémie zptusobené defekty v mocovinovém cyklu

Jde o zavaznid onemocnéni, jelikoz se jedna o hlavni dradhu odbouravéani dusiku
a zpusobuji hyperammonemii. NHs se rychle dostdva do mozku, kde je rychle pteveden
na nepropustny NH4". ZvySena koncentrace amoniaku v mozku zpiisobuje nadmérnou
syntézu gliového glutaminu a jeho akumulaci, coz zptisobuje otok astrocyti (Albrecht
a Norenberg, 2006). Amoniak ma také neurotoxickou roli pfi interferenci s K*
pufrovanim astrocytli vedouci ke zvySené koncentraci extracelularniho K™ (Rangroo
et al., 2013). Do drahy je zapojeno 5 enzymu a navic, dva mitochondrialni membranové
transportéry, ornithinovy a aspartatovy-glutamatovy c¢lunek jsou také potfebné pro
spravné fungovani této drahy (Smith a Garg, 2017). Svétova incidence téchto
onemocnéni je ptiblizné 1:35000 (Summar et al., 2013). Lécba téchto onemocnéni cili na
minimalizaci produkce amoniaku omezenim pfijimani proteinti, prevenci katabolismu
a odstranovani dusiku alternativni drahou pomoci benzoatu anebo fenylacetatu nebo
fenylbutyratu a pomoci dialyza¢nich zafizeni. Refenim byva také transplantace jater
(Smith a Garg, 2017).

Deficience ornithintranskarbamoylasy je nejcastéji se vyskytujici (1:15000)
onemocnéni mocovinového cyklu. Jako jediny enzym této drahy je exprimovan genem
lokalizovanym na chromosomu X. Muzi byvaji vice postihnuti timto onemocnénim,
zatimco zeny mohou zcela asymptomatické az typicky symptomatické v zavislosti na
nahodné X-inaktivaci (Smith a Garg, 2017).

Citrullinemie typu | je zptisobena deficienci argininosukcinatsynthetasy, ktera je mimo
jiné zapojena Vv produkci oxidu dusnatého v cyklu argininu a citrulinu (Smith a Garg,
2017). Neptfiméfena syntéza NO a dalSich toxickych latek mohou byt zapojeny
V patogenezi citrullinemie a muZe to vysvétlovat mnoho dulezitych neurokognitivnich
zmén, kterd se nenachdzi u jinych poruch mocovinového cyklu (Erez, 2013). Nedavné
studie na zvitatech a predbéZna data u lidi naznacuji, Ze 1éky, které dodavaji NO mohou

byt pfiznivé u tohoto onemocnéni (Nagamani et al., 2012).
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Tabulka 5 Seznam onemocnéni zpusobenych defekty v mocovinovém cyklu. Ke kazdému
onemocnéni nalezi zkratka pod nazvem onemocnéni, nazev defektniho enzymu/proteinu, EC ¢islo

vvvvvv

dané onemocnéni.

HHH syndrom

mitochondrialni ornithinovy transportér 1| Q9Y619 |
SLC25A15

ACADD9 Orotova kyselina; Hippurova kyselina
Deficience Ornithintranskarbamoylasa | 2.1.3.3 | OTC
ornithintranskarbamoylasy
OTCD Orotova kyselina; Hippurova kyselina; Pyroglutamova
kyselina
Argininemie Arginasa-1]3.5.3.1 | ARG1
AN Orotova kyselina; Hippurova kyselina; 4-hydroxyglutamat
Deficience Karbamoylfosfatsynthetasa | 6.3.4.16 | CPS1
karbamoylfosfatsynthetasy
CPSD 3-methylglutakonova kyselina; Orotova kyselina; Hippurova

Citrullinemie typu |

kyselina; Pyroglutamova kyselina; Suberova kyselina

Argininosukcinatsynthetasa | 6.3.4.5 | ASS1

ASSD

Citrullinemie typu Il

N-acetylcitrulin; Orotova kyselina; Hippurova kyselina

Mitochondrialni protein Aralar2 vazici vapnik | Q9UJSO |
SLC25A13

NICCD

4-Hydroxyfenyllaktat; Propionyl-L-karnitin; Palmitoyl-L-
karnitin; Stearoyl-L-karnitin
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ARGIMNIMNE BIOSYMTHESIS
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Obrazek 21 Metabolicka mapa mocovinového cyklu. Cervené oznagené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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2.1.7 Organické acidémie zptlisobené defekty v metabolismu sacharidi
Sacharidy plni roli strukturni (nukleové kyseliny, glykoproteiny) a jsou také hlavnim
zdrojem energie. U pacientli stimto typem onemocnéni je ¢asto pozorovana
hypoglykémie, hepatomegalie a hypotonie (Ferguson, 2017).

Galaktosemie je zpusobena mutaci v genu pro galaktosa-1-fosfaturidyltransferasu,
¢imz je naruSen metabolismus galaktosy. Novorozenci jsou asymptomaticti, problémy
nastavaji az po prijeti matefského mléka, mezi néz patii zvraceni, prijem, katarakt,
hypoglykemie, renalni tubularni dysfunkce, hepatomegalie apod. (Fridovich-Keil, 2006;
Bosch, 2011). Lécba spoc¢iva v omezeni pfijmu galaktosy, coz je v pozdé&jSim véku
pomérné obtizné, vzhledem ktomu, Ze ji miiZzeme nalézt ve stopovém mnozstvi
Vv zelening, ovoci, lusténinach a pec¢ivu (Bosch, 2011).

Poruchy metabolismu glykogenu (glykogenosy) primarné poskozuji jatra anebo svaly,
ackoliv s nékterymi enzymatickymi u¢innostmi jsou spojeny vzacné neurologické
fenotypy. Pfi glykogenose typu I nedochazi k defosforylaci glukosa-6-fosfatu, ten je
zadrZzovan v jatrech a tim dochazi k hepatomegaliim (Walter et al., 2016). U pacientd
dochazi také k hyperlaktatémii jako dusledek naruSeni glukoneogenese a zvySuje se pii
hladovéni. Laktat miize byt vyuzit jako alternativni zdroj energie pro mozek, a tak mohou
byt pacienti do urcité miry chranéni od neptiznivych ucinkid hypoglykemie na CNS
(Walter et al., 2016). Vzhledem ke zvySené koncentraci glukosa-6-fosfatu dochazi ke
zvySené de novo lipogenesi a zvySenému toku pies pentosafosfatovou drahu za vzniku
kyseliny mocové z ribosa-5-fosfatu (Bandsma et al., 2008). Tito pacienti se mohou dozit
az dospélosti, kognitivni vyvoj byva normalni za predpokladu, ze nedoslo k epizoddm
tézké hypoglykemické encefalopatie. Zistava vsak fada dlouhodobych komplikaci, které

vyrazn€ ovliviwuji jejich zdravi a kvalitu zivota (Walter et al., 2016).
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Tabulka 6 Seznam onemocnéni zpisobenych defekty v metabolismu sacharidi. Ke kazdému
onemocnéni naleZi zkratka pod nazvem onemocnéni, nazev defektniho enzymu/proteinu, EC ¢islo

vvvvvv

dané onemocnéni.

Deficience fruktosa-1,6-
bisfosfatasy

Fruktosa-1,6-bisfosfatasa 1 | 3.1.3.11 | FBP1

FBP1D

Glykogenosa typu |

Laktat; Glycerol; Glycerol 3-fosfat

Glukosa-6-fosfatasa | 3.1.3.9 | G6PC

GSD1

Galaktosemie

Laktat; 3-methylglutakonova kyselina; 3-metylglutarova
kyselina

Galaktosa-1-fosfaturidyltransferasa | 2.7.7.12| GALT

GALT

Dé&di¢na intolerance fruktosy

4-hydroxyfenyllaktat

Fruktosa-1,6-bisfosfataldolasa B | 4.1.2.13 | ALDOB

HFI

Deficience
pyruvatdehydrogenasy
(podjednotka E3)

4-hydroxyfenyllaktat

Slozka proteinu pyruvatdehydrogenasy X | 000330 | PDHX

PDHD

Deficience pyruvatkarboxylasy

Laktat; 2-ketoglutarova kyselina; Sukcinat; Malat;

2- Ketoisokaproova kyselina; 2-ketoisovalerova kyselina;
2- keto-3-methylvalerova kyselina; 2-hydroxyisokaproova
kyselina; 2-hydroxyisovalerova kyselina;
2-hydroxy-3-methylvalerova kyselina

Pyruvatkarboxylasa | 6.4.1.1 | PC

PCD

Hyperoxalurie typu Il

Laktat; Pyruvat; Sukcinat; 3-hydroxybutyrat; Aceton; Malat;
Fumarat

Glyoxylatreduktasa/ hydroxypyruvatreduktasa | 1.1.1.79 |
GRHPR

PH2 Oxalat, Glycerat
Hyperoxalurie typu 1ll 4-hydroxy-2-oxoglutarataldolasa | 4.1.3.16 | DHDPSL
PH3 Oxalat, 2,4-dihydroxyglutarova kyselina;
4-hydroxy-2-oxoglutarova kyselina
Deficience Ribosa-5-fosfatisomerasa | 5.3.1.6 | RPIA
ribosa-5-fosfatisomerasy
R5PID Ribitol; Arabitol
Deficience transaldolasy Transaldolasa | 2.2.1.2 | TALDO1
TALDO Fumarat; Ribitol; Arabitol; Erythritol; Perseitol
Deficience Dihydrolipoylamiddehydrogenasa | 1.8.1.4 | DLD
dihydrolipoamiddehydrogenasy
DLDD 2-hydroxyisokaproova kyselina; 2-hydroxyisovalerova

kyselina; 2-oxoisokaproova kyselina; 2-oxoglutarova
kyselina; 2-oxoisovalerova kyselina
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GALACTOSE METABOLISM
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Obrazek 22 Metabolicka mapa metabolismu galaktosy. Cervené oznagené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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Obrazek 23 Metabolicka mapa pentosa-fosfatové drahy. Cervené oznacené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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GLYOXYLATE AND DICARBOXYLATE METABOLIEM |
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Obrazek 24 Metabolicka mapa metabolismu glyoxylatu a dikarboxylatu. Cerven& oznagené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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Obrazek 25 Metabolicka mapa glykolysy a glukoneogenese. Cervené ozna¢ené jsou defektni
enzymy zpusobujici organické acidémie.
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Obrazek 26 Metabolickd mapa metabolismu pyruvatu. Cervené oznatené jsou defektni enzymy
zpusobujici organické acidémie.
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2.1.8 Organické acidémie zptisobené peroxisomalnimi defekty
Peroxisomy jsou membranové utvary zodpovédné prevazné za degradaci mastnych
kyselin s velmi dlouhym fetézcem a redoxni homeostazu. Biogeneze peroxisomu za¢ina
v endoplazmatickém retikulu za uvoliiovani preperoxisomalnich vezikul obsahujicich
peroxisomalni membranové proteiny. Tyto preperoxizomové vezikuly se ndsledné
vyvinou na zral¢ peroxisomy, které jsou schopné importovat matricové proteiny
(Dasouki, 2017).

Prvni objevenou poruchou biogeneze peroxisomu byl vroce 1964 Zellwegeriv
syndrom (ZS) (Bowen et al., 1964). Postizené déti maji vazné zdravotni problémy, které
zahrnuji neurologické a kosterni abnormality a dysfunkci jater. Mirnéjsi formy ZS,
souborn¢ nazyvané onemocnéni ZS spektra, zptsobuji u pacientli naruseni funkce
peroxisomu kvuli mutaci v jednom z mnoha peroxint (PEX), které jsou zodpovédné za
spravnou biogenezi. Tkané pacientti s poruchou biogeneze peroxisomu obvykle vykazuji
morfologické odlisné peroxisomy, nazyvané peroxisomalni duchové (Dasouki, 2017).
Navic byly ve fibroblastech pacienti s peroxisomalnimi defekty B-oxidace MK
prokézéany velké peroxisomy a rtizné membranové struktury ve tvaru podkovy (Funato
et el., 2006).

Pacienti s hyperoxalurii typu 1 (PH1) disponuji progresivnim rendlni depozici
Stavelanu vapenatého jako urotilidza anebo nefrokalcindza, ktera v kone¢ném dusledku
vede Kk selhani ledvin. Kombinaci zvy$ené syntézy $tavelanu a nemoznosti ho vyloucit
z téla vede k depozici $tavelanu vapenatého témét po celém téle (Danpure, 2006). Toto
onemocnéni je zpusobeno defektem enzymu alanin:glyoxylataminotransferasa (AGT)
(2.6.1.44), ktera se nachazi v peroxisomech hepatocyti a katalyzuje transaminaci
glyoxylatu na glycin. V piipadé PH1 dochazi k vyluovani glyoxylatu to cytosolu, kde je
oxidovan na  oxalat laktitdehydrogenasou a redukovan na  glykolat
glyoxylat/hydroxypyruvatreduktasou (Danpure a Jennings, 1986; Danpure, 2001).
Transplantace jater nebo kombinovand hepatorenalni transplantace je povazovana za
definitivni 1é¢bu u pacientit s PHI1. Kombinovana hepatorenalni transplantace je
vyhodnéjsi, protoze nahrazuje biochemicky defektni organ, jakoZz i patofyziologicky
poskozenou a ohrozenou ledvinu, coZ mize nakonec vést k vyfeseni ucinktli systémové

oxalosy (Tasic a Gucev, 2015; Bacchetta et al., 2015).
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Tabulka 7 Seznam onemocnéni zptisobenych defekty v metabolismu peroxisomu. Ke kazdému
onemocnéni nalezi zkratka pod nazvem onemocnéni, nazev defektniho enzymu/proteinu, EC ¢islo

vvvvvv

dané onemocnéni.

Zellwegertv syndrom Peroxisomalni faktor biogeneze 1 | 043933 | PEX1
ZS 2-hydroxysebakova kyselina; 3-hydroxysebakova kyselina
Porucha v biogenezi Peroxisomalni receptor cilového signalu 1| P50542 | PEX5
peroxisomu 2B
PBD2D Pimelova kyselina; Adipova kyselina; Azelaova kyselina;

Suberova kyselina

Poruchy biogeneze peroxisomu

PBDs 2-hydroxysebakova kyselina; 4-hydroxyfenyllaktat; Adipova
kyselina; Suberova kyselina; Sebakova kyselina; Pipekolova
kyselina; Azelaova kyselina; Pimelova kyselina;
3- hydroxysebakova kyselina

Porucha biogeneze peroxisomu Peroxisomalni sestavovaci protein 12 | 000623 | PEX12

3A, 3B
PBD3A; PBD3B Pipekolova kyselina
Hyperoxalurie typu | Alanin:glyoxylataminotransferasa | 2.6.1.44 | AGXT
PH1 Glykolat; Glyoxylat; Oxalat
Glutarova acidurie typu IIT Sukcinat-hydroxymethylglutarat-CoA-transferasa | 2.8.3.13 |
SUGCT
GA3 Glutarova kyselina; 3-hydroxyglutarova kyselina
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Obrazek 27 Metabolicka mapa biosyntézy peroxisomu a jeho metabolismu. Cervené oznagené
jsou defektni enzymy zptsobujici organické acidémie.
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2.1.9 Organické acidémie zpiisobené defekty v dalSich metabolickych
drahach

Tato skupina onemocnéni zahrnuje defekty v riznych enzymech a jinych proteinech
rozliénych metabolickych drah. Deficience 2-ketoglutaratového komplexu a fumarasova
deficience jsou onemocnénim citratového cyklu. Jedna z primarnich funkei tohoto cyklu
je tvorba redukovaného NAD a FAD, které jsou vyuzivany pii tvorbé ATP a poSkozeni
tohoto cyklu vede téméi vzdy k poskozeni CNS (De Meirleir et al., 2016). Vaznost
a rozdilné klinické fenotypy pacientll se velmi 1isi a nejsou vzdy specifické, projevy se
pohybuji od ohromné novorozenecké laktatova acidozy vedouci k pfedCasné smrti az
k relativné normalnimu vyvoji az do dospélosti (De Meirleir et al., 2016). Jedna se
0 velmi vzacna onemocnéni, deficienci 2-ketoglutaratového komplexu bylo popsano
7 ptipadi (metagene.de) a fumarasovou deficienci trpi necelych 40 pacient. V dnesni
dobé neexistuje zadna efektivni 1é¢ba téchto onemocnéni (De Meirleir et al., 2016).

Orotova acidurie je onemocnéni postihujici metabolismus pyrimidind, které se podili
na stavbé DNA a RNA, regulaci buné¢ného metabolismu, uchovavani a transportu
energie, a transportu signalu (Cameron et al., 1993; van Gennip a van Kuilenburg, 2002).
Soucasna prevalence téchto onemocnéni neni znama, posledni epidemiologicka studie
popsala méné¢ nez 1000 pacientli v populaci téméi pul miliardy lidi z 18 evropskych zemi
(Simmonds et al., 1997). Defektnim enzymem je bifunk¢ni uridin-5-monofosfatsynthasa,
ktera katalyzuje pfeménu kyseliny orotové na uridin monofosfat. Prvnimi pfiznaky byva
makrocyticka anémie, ktera je odolna viici 1é€be kyselinou listovou a vitaminem B12.
Pokud neni spravné a rychle diagnostikovéna, dochazi k opozdéni rastu a vyvoje (Bailey,
2009).

Tabulka 8 Seznam onemocnéni zpusobenych defekty v metabolismu sacharidi. Ke kazdému
onemocnéni nalezi zkratka, nazev defektniho enzymu/proteinu, EC ¢islo nebo kod z UniProt

vvvvvv

Laktatova acidoza

LA Laktat; Pyruvat; 2-hydroxybutyrat; 4-hydroxyfenylacetat;
2- hydroxyisobutyrat; 4-hydroxyfenyllaktat

Ketoza
LA 3-hydroxybutyrat; Acetoacetat; L-karnitin
Pelizaeus-Merzbacherova Myelin proteolipid protein | P60201 | PLP1
choroba
PMD N-Acetylaspartylglutamat
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Tabulka 8 Seznam onemocnéni zpuisobenych defekty v metabolismu sacharidi. Ke kazdému
onemocnéni nalezi zkratka, nazev defektniho enzymu/proteinu, EC ¢islo nebo kod z UniProt

Deficience dekarboxylasy
aromatickych AK

N4

Dekarboxylasa aromatickych L-aminokyselin | 4.1.1.28 |
AADC

AADC

2-Ketoadipova acidémie

Vanillaktat; N-acetyltyrosin

KAA 2-hydroxyadipova kyselina; 2-oxoglutarova kyselina;
N- acetyl-2-aminoadipova kyselina; Fumarat; Malat;
2- aminoadipova kyselina; Sukcinat
Deficience 2- 2-ketoglutaratdehydrogenasa | 1.2.4.2 | OGDH
ketoglutaratdehydrogenasového
komplexu
KDCD 2-oxoglutarova kyselina; Fumarat

Brown-Vialetto-van Laere
syndrom 1

Flavinovy transportér rodiny solutnich prenasecu, ¢len 3
| QINQ40 | C200RF54

BVVLS1

DOOR syndrom

Ethylmalonova kyselina; Glutarova kyselina

Clen 24 TBC1 doménové rodiny | QQULPY | TBC1D24

DOORS

Porfyrie s deficitem delta-
aminolevilindtdehydratasy

2-oxoglutarova kyselina; Sedoheptulosa-7-fosfat

6-aminolevilinatdehydratasa | 4.2.1.24 | ALAD

ALAD

Fumarasova deficience

5-aminolevulinova kyselina

Fumarathydratasa | 4.2.1.2 | FH

FD

Deficience sukcinat-
semialdehyddehydrogenasy

Fumarat; Citrat

Sukcinat-semialdehyddehydrogenasa | 1.2.1.24 | ALDH5A1

SSADHD

Formiminoglutamové acidurie

4-hydroxybutyrat; 3,4-dihydroxybutyrat;
2,4- dihydroxybutyrat; 4-aminobutyrat

Formimidoyltransferasa-cyklodeaminasa | 2.1.2.5/ 4.3.1.4]
FTCD

FIGLU

Deficience glycerolkinasy

Hydantoin-5-propionova kyselina; Formiminoglutamova
kyselina

Glycerolkinasa | 2.7.1.30 | GK

GKD

Orotova acidurie

Glycerol

Uridin 5-monofosfatsynthasa | 4.1.1.23 | UMPS

OA

Orotova kyselina
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Obrazek 28 Metabolicka mapa citratového cyklu. Cervené oznaéené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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Obrazek 29 Metabolicka mapa tyrosinového metabolismu. Cervené oznacené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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Obrazek 31 Metabolicka mapa metabolismu butanoatu. Cervené ozna¢ené jsou defektni enzymy zptisobujici organické acidémie.
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Obrazek 33 Metabolicka mapa metabolismu glycerollipidu. Cervené ozna¢ené jsou

enzymy zpusobujici organické acidémie.
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2.2 Diagnostika dédi¢nych metabolickych poruch

Diagnostika DMP se provadi bud’ jako popula¢ni screening u vSech osob urc€itého vybéru
populace (napt. novorozenecky screening), nebo jako selektivni screening u urcitych osob
trpicich ur¢itymi ptiznaky. Diagnoza by méla byt provedena tak, aby mohlo byt kdykoliv
poskytnuto genetické poradenstvi v §irsi roding (Stastna, 2008). Vysetfeni mize probihat
na urovni metabolitl, proteinu, tkdné nebo DNA. V idealnim pfipad¢ je vhodné poruchu
identifikovat na vice urovnich, coz dava nejvétsi jistotu ve spravné diagnoze.

Nejvice diagnostickych moznosti je na urovni metabolitd, které zahrnuji intermediaty
aminokyselin, sacharidli, oligosacharidii, glykosaminoglykand, purind, pyrimiding,
lipiddi a dalsich latek (Stastna, 2008; Blau et al., 2008). V ptipadé DMP se v téle jedince
hromadi substrat defektniho enzymu, pripadé se tato nemoc muze projevit nedostatkem
produktu. Substrat je vyluCovan z organismu ve zvySeném mnozstvi, ale muze také
aktivovat alternativni metabolické drahy za vyluCovani atypickych produktt, které
u zdravého jedince nenachazime (Racek et al., 2006). Obtiznosti tohoto piistupu je
odliSeni heterozygotl, poné¢vadz koncentrace zdravych jedincti a heterozygotii se z&asti
piekryvaji a také se tento pfistup nemize vyuzit v ptripadé, kdy defektni protein
nevykazuje enzymovou aktivitu. Pokud defektni protein neni enzym, vyuzivaji se pro
detekci elektromigracni metody, jelikoz zménou sloZeni proteinu dochdzi ke zméné
naboje (Racek et al., 2006).

Nejspecifictejsi je detekce na urovni nukleovych kyselin, kterd je schopna rozpoznat
I heterozygotni jedince. VéEtSina poruch je heterogenni s mnoha mutacemi, z nichZ jen
mala Cast je pokryta komeréné dostupnymi testovacimi kity (Blau et al., 2008).
Predpokladem je uplna znalost sekvence V normalnim i mutovaném genu, pricemz mutaci
muze existovat, tudiz nepfitomnost jedné formy nemusi znamenat vylouc¢eni dané¢ho
onemocnéni, navic mohou vznikat nové, dosud neobjevené mutace. Metod diagnostiky
na Grovni DNA je mnoho, ale mezi nejrozsifenéjsi patii PCR (Racek et al., 2006). Diky
stale se snizujicim ndkladim a rychlosti analyzy je v poslednich letech ¢im dal

atraktivnéjs$i vyuziti sekvenovani nové generace (Saudubray et al., 2016).

2.3 Soucasna analyza organickych kyselin

V soucasné dobé neexistuje analytickd metoda, ktery by byla schopna zanalyzovat cely
metabolom (Zhang et al., 2012). Metabolomické studie se tedy musi zaméfovat jen na
urcitou skupinu latek, napt. organické kyseliny. Vzhledem k tomu, ze organické kyseliny

maji relativné nizkou molekulovou hmotnost a jsou dobie rozpustné ve vode¢, byvaji
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snadno vylu€ovany moci. V této matrici jsou téméf vyhradné detekovany vyuzitim
plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (GC-MS) (Blau et al., 2008).
Organické kyseliny mohou byt detekovany také v jinych matricich, (napt. sérum, plasma,
krev, mozkomisni mok), ale vzhledem k funkci ledvin jsou tyto kyseliny v moci
zkoncentrovany a tato matrice také obsahuje velmi malé koncentrace proteind, coz
snizuje potencialni nevyhody pfi analyze vzorku (la Marca a Rizzo, 2011). Dalsimi
metodami pouzivanymi pro profilovani organickych kyselin jsou kapilarni elektroforéza
(Baena et al., 2005; Garcia a Barbas, 2003), nuklearni magneticka rezonance (Sims et al.,
1993) a ionizace elektrosprejem ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii

(Bonaf¢ et al., 2000; Pitt et al., 2002; Nagaraja et al., 2010).

2.3.1 Vzorek pro metabolomickou analyzu

Pokud je u pacienta podezieni na DMP, je potieba provést odbér moci, krve,
mozkomi$niho moku pro pfislusné vysetifeni (Saudubray et al., 2016). Preferovanym
vzorkem je moc€ bez ptidavku konzervaénich latek a uchovavany na ledu. Pfipadné mize
byt vzorek ve forme kapky vysusené moci na filtracnim papiru, pokud je transport na ledu
problematicky ¢i finan¢né naro¢ny (Blau et al., 2008). Analyza organickych kyselin mize
byt provedena i v jinych vzorcich, napt. plasma, sérum, amnioticka tekutina (Kumps

et al., 2004), hemofiltrat (Guth et al., 1999).

2.3.2 Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci

Pro tento typ analyzy je nutné prevést analyty ve vzorku do plynného stavu, ¢ehoz je
dosazeno derivatizaci analytd. Vzorek je smichan s roztokem internich standardu
a nasledné je pridana mineralni kyselina (napf. HCI) pro snizeni pH pod 2, dojde tak
k protonizaci organickych kyselin. Dalsim krokem byva oximace 2-ketokyselin pomoci
hydrochloridu hydroxylaminu, neni to ovSem rutinné provadény krok a vyuziva se pii
opakovani analyzy, pokud prvni analyzy odhali zvySenou exkreci 2-ketokyselin
a pritomnost dalSich latek (napf. sukcinylaceton, glyoxylova kyselina) (la Marca a Rizzo,
2011; Blau et al., 2008). 2-ketokyseliny jsou velmi reaktivni skupinou latek, jako
nechranéné jsou labilni viéi dekarboxylaci, coz ztézuje jejich manipulaci (Cooper et al.,
1983). Chemoselektivni ochrana 2-ketokyselin anulaci oximy vytvaii chemicky stabilni
2,5-dihydrooxazol-3-oxidy (obr. 3) (Flores a Bode, 2010).
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Obrazek 34 Rovnice vzniku oximu 2-ketokyselin (pfevzato z Flores a Bode, 2010).

Poté jsou nékolikrat extrahovany kapalinou (ethylacetatem, etherem). Spojené
organické vrstvy jsou vysuSeny siranem sodnym a odpafeny na vodni lazni v proudu
dusiku. Pro pievedeni kyselin do plynného stavu je nutna jejich derivatizace, nejcastéji
trimethylsilylace (Blau et al., 2008). Trimethylsilyl ethery (TMS) vznikaji reakci
s N,O,- bis-(trimethylsilyl)trifluoroacetamidem (BSTFA), obsahujici 1%
trimethylchlorosilan (TMCS). TMS ethery organickych kyselin jsou poté separovany na
kapilarni koloné obsahujici nepolarni stacionarni fazi v proudu inertniho plynu, nejcastéji
helia (Blau et al., 2008).

Po separaci jsou organické Kkyseliny detekovany hmotnostnim spektrometrem
ve skenujicim modu v hmotnostnim rozsahu m/z 50 az 500 (Blau et al., 2008). Kazdy
analyt je poté identifikovan podle svého retencniho Casu a charakteristické fragmentace
v TIC (total ion current) chromatogramu. Konvenéni piistup spociva v extrakci z TIC
profilu hmotnostni spektra vSech pikli nad predem definovanou intenzitou a manualné,
nebo pomoci pocitace identifikaci kazdého hmotnostniho spektra (Blau et al., 2008).
Kvantifikace je dosazeno porovnanim kalibraci ¢istého standardu dané latky v poméru
K internimu standardu (Blau et al., 2008). Bohuzel mnoho neutralnich a pozitivné

nabitych slou¢enin neni touto technikou detekovano (Lo, 2017).
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Obrazek 35 Piiklad GC-MS TIC chromatogramu normalniho pacienta. Interni standardy
vV eluénim pofadi: 1- L-laktat-d3, 2- Pyruvat-*Cs, 3-Methyl-d3-malonova kyselina, 4-D-L-serin-
d3, 5-Kreatin-d3, 6- L-fenyl-d5-alanin, 7- Orotova->N; kyselina, 8- Sebakova-d4 kyselina, 9- D-
glukosa-*Cs (2 piky), 10- Myoinositol-d6, 11- L-tryptofan-d5. (Pfevzato a upraveno z Smith
a Garg, 2017).
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Dalsi metoda identifikace organickych kyselin vyuziva enzym ureasu, ktera rozklada
mocovinu, nejhojnéji zastoupenou slouceninu v moc¢i (Shoemaker a Elliot, 1991; Lo
etal., 2010; Lo, 2017). Ta puasobi v koloné jako separacni interference, zpusobuje
pretizeni kolony a maskuje fadu analytl, a tim znesnadiiuje jejich identifikaci (Jacova,
2019). Osetieni vzorkt ureasou umoznuje TMS derivatizaci témét vSech organickych
molekul v mo¢i a dal$ich télnich tekutinach (Lo, 2017).

Ackoliv mad GC-MS tadu vyhod (separa¢ni u¢innost metabolitli, vysokou senzitivitu
a specifitu, malo efektl matrice a Siroce pokryté knihovny hmotnostnich spekter)
(Pasikanti et al., 2008), ma i fadu nevyhod. Pfedev§im, organické kyseliny nejsou tékavé
a musi byt pfed analyzou extrahovany organickym rozpoustédlem a derivatizovany. To
déla tuto metodu pracnou a zdlouhavou, a je také zapottebi relativné velké mnozZstvi

vzorku (minimalné 2 ml (Blau et al., 2008)).

2.3.3 Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci

V poslednich letech byla vyvinuta alternativni metoda analyzy organickych kyselin,
kapalinova chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii
(LC- MS/MS) (Want et al., 2010; Bouatra et al., 2013; Korver-Keularts et al., 2018).
LC- MS/MS ma vynikajici citlivost (v nanomolarnim rozsahu) a specifitu. LC-MS/MS je
rychlejsi a do jisté miry méné pracna metoda, ale je omezena na detekci analytii v predem
definovaném seznamu analyti a mé slabou odezvu nékolika sloucenin, které jsou dilezité
pro diagnostiku nékterych specifickych onemocnéni. Na druhou stranu se MS/MS
ukazuje byti metodou pro presné a rychlé stanoveni jednotlivych organickych kyselin
a pribuznych latek (Blau et al., 2008).

Korver-Keularts et al. (2018) vyvinuli LC-QTOF/MS metodu pro kvantitativni
analyzu organickych kyselin v moci, kterd zahrnuje biomarkery metabolickych
onemocnéni i intermediatd 1é¢iv. Pro separaci pouzili C18 kolonu a jako detektor QTOF
hmotnostni analyzator vybaveny zdrojem ionizace elektrosprejem. Byli schopni touto
metodou separovat a identifikovat 74 analyt(i. Line4rni kalibraéni kiivky (R?>0,98) byly
ziskany pro 68 analytli ve vodé i v moc¢i. Limit kvantifikace u vétSiny analyth byl
stanoven na 3 umol/l. Dalsi latky mély LOQ vyssi (napt. malonova kyselina 21 umol/l).
Variac¢ni koeficient (CV) v ramci jednoho runu byl u vétsiny latek do 10 %, mezi runy
pak pro nizké koncentrace do 20 % a pro vysoké koncentrace do 10 %. Porovnavali také
rutinni GC-MS metodu s nové vyvinou LC-MS metodou 24 organickych kyselin v 28

vzorcich, pficemz piijatelna vytéznost metody (recovery) se pohybuje mezi 80 a 120 %.
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20 z 24 analyti u LC-QTOF/MS metody vykazovaly tuto vytéznost, dokonce pro
tiglylglycin, 3- hydroxyisobutyrovou kyselinu a pyroglutamovou kyselinu byla vytéznost
vylepSena oproti GC-MS metodé. Obé tyto metody vykazovaly vybornou linearitu pro
vSech 24 analyti. Passion-Bablok regresni analyza ukazala, ze obé& tyto metody jsou
vysoce korelaéni a srovnatelné. Podafilo se jim tak vyvinout rychlou LC-QTOF/MS
metodu pro kvantifikaci 71 metabolitd v moci, které pokryvaji metabolické onemocnéni
bézné identifikované GC-MS.

Jacob et al. (2018) vyvinuli LC-MS/MS metodu, ktera zahrnuje Sirokou Skalu
metabolickych onemocnéni a je pouzitelnd pro rizné biologické matrice (krev, sérum,
krevni skvrny, tkan€). Separace byla provedena na C18 koloné, hmotnostni analyzator
byl pak trojity kvadrupol. SloZeni mobilni faze bylo rozdilné v zavislosti na polarité
modu. Metabolity byly ze vzorkli extrahovany extrakénim cinidlem, jehoz sloZeni
zéviselo na matrici, po pfidani interniho standardu. Z hlediska studia roli rGznych
biologickych matric na metabolicky profil vykazovaly krevni skvrny maximalni
metabolickou hladinu analytli v porovnani se vzorky krve a séra, coz je podpoieno
i dalSimi studiemi (Zukuntft et al., 2013; Drolet et al., 2017).

Analyza organickych kyselin je také dulezita pro zjisténi kvality potravin. Coelho et al.
(2018) zavedli metodu pro simultanni analyzu organickych kyselin a sacharidi ve viné
a hroznovych dzusech pomoci HPLC na iontoméni¢ové koloné (Hi-Plex H) s detekci
diodového pole (DAD) a indexu lomu (RID). Metoda poskytuje hodnoty pro linearitu
(R> 0.9982), preciznost (CV % < 1.4), vytéznost (76-106 %) and limit detekce
(0.003- 0.044 g/I) a kvantifikace (0.008-0.199 g/1), které jsou povazovany za piijatelné
pro pouziti pii charakterizaci téchto typu matric. Analyza hlavnich komponent byla
pouzita pro ovéieni aplikace této metody pro kontrolu kvality téchto produkti a vedla ke

spravné separaci vzorkil podle typu zpracovani.

66



3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

(2R, 3S)-2,3-dihydroxybutanoat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
(2R,3R)-2,3-dihydroxy-2-methylbutanoat (TRC, Kanada)
(3-R)-3-hydroxyhexadekanoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
(3-R)-3-hydroxyhexanoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
(3-R)-3-hydroxyoktadekanoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
(3-R)-3-hydroxytetradekanoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
(4R)-4-hydroxyglutamat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
13C,15N-hexanoylglycin (Sigma-Aldrich, USA)
2,4-dihydroxybutyrat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
2-hydroxybutyrat (Sigma-Aldrich, Japonsko)

2-hydroxyglutarat (Sigma-Aldrich, USA)

2-hydroxyisobutyrat (Aldrich, Némecko)

2-methylbutyrylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
2-methylbutyryl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
2-methylcitrat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

2-methyl-d3-citrat (Sigma-Aldrich, USA)

2-oxobutyrat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

3,4-dihydroxybutyrat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
3-hydroxybutyrat (Sigma-Aldrich, USA)

3-hydroxyisobutyrat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
3-methylkrotonylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
3-methylkrotonyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
3-metylglutaryl-L-karnitin (Avanti, USA)

4-aminobutyrat (Acros Organics, Cina)

4-hydroxy-2-oxoglutarat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
4-hydroxybutyrat (Sigma-Aldrich, Cina)

4-hydroxyfenyllaktat (Sigma-Aldrich, USA)
4-hydroxyfenylpyruvat (Sigma-Aldrich, USA)

Acetoacetat (Sigma-Aldrich, Némecko)

Acetylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
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Adipoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Akonitat (Aldrich, Némecko)

Arachidonyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Butyrylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Butyryl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Citramalat (Fluka, USA)

D,L-indol-3-laktat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
D2-fumarat (Sigma-Aldrich, USA)

D4-sukcinat (Sigma-Aldrich, USA)
Dekanoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, USA)
Ethylacetoacetat (Sigma-Aldrich, Cina)

Fenyllaktat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Fenylpropinoylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Fenylpyruvét (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

Fumarat (Fluka, Svycarsko)

Glutaryl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Glycerat (Sigma-Aldrich, Némecko)

Glycylprolin (Sigma-Aldrich, USA)

Heptanoylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Hexanoylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Hexanoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Isobutyrylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Isobutyryl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Isocitrat (Sigma-Aldrich, USA)

Isovalerylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Isovalerylkarnitin D9 (CIL, Velka Britanie)
Isovaleryl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina 13C homovanilova (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina 13C pipekolova (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (Sigma-Aldrich, Cina)
Kyselina 2,5-dihydroxyfenyloctova (Sigma-Aldrich, UK)
Kyselina 2-aminoadipové (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina 2-hydroxyfenyloctova (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina 2-hydroxyisokaproova (Sigma-Aldrich, Japonsko)
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Kyselina 2-hydroxyisovalerova (Sigma-Aldrich, Indie)
Kyselina 2-methylglutakonova (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina 2-oxoadipova (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina 2-oxoglutarova (Fluka, Svycarsko)
Kyselina 2-oxoisokaproova (Sigma-Aldrich)
Kyselina 2-pikolinova (Sigma-Aldrich, Velka Britanie)
Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina 3-hydroxy-3-methylglutarova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina 3-hydroxydekanova (Sigma-Aldrich, Svédsko)
Kyselina 3-hydroxyfenyloctova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina 3-hydroxyglutarové (Sigma-Aldrich, Cina)
Kyselina 3-hydroxyisovalerova (Sigma-Aldrich, Cina)
Kyselina 3-hydroxymandlova (Sigma-Aldrich, Kanada)
Kyselina 3-hydroxyoktanova (Sigma-Aldrich, Japonsko)
Kyselina 3-hydroxypropionova (Sigma-Aldrich, Japonsko)
Kyselina 3-hydroxysebakova (ChemCruz)
Kyselina 3-hydroxyvalerova (TRC Canada, Kanada)
Kyselina 3-methyladipova (Sigma-Aldrich, Slovensko)
Kyselina 3-methylglutakonova (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina 3-methylglutarova (Sigma-Aldrich, Indie)
Kyselina 4-hydroxybenzoova (Sigma-Aldrich, Cina)
Kyselina 4-hydroxyfenyloctova (Sigma-Aldrich, UK)
Kyselina 5-hydroxyindoloctova (Fluka, Cina)
Kyselina adipova (Fluka, Némecko)
Kyselina azelaova (Sigma-Aldrich, Cina)
Kyselina citronova (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina D,L-3,4-dihydroxymandlova (Sigma-Aldrich, Kanada)
Kyselina ethylmalonova (Sigma-Aldrich)
Kyselina fenoxyoctova (Sigma-Aldrich, Cina)
Kyselina fenyloctova (Sigma-Aldrich, Francie)
Kyselina glutakonova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina glutarova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina glykolova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina glyoxylova (Sigma-Aldrich, Cina)
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Kyselina hipurova (Lachema, Ceské republika)
Kyselina homovanilova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina hydantoin-5-propionova (Matrix Scientific)
Kyselina kynurenova (Sigma-Aldrich, UK)
Kyselina malonova (Lachema, Cesk4 republika)
Kyselina mandlova (Sigma-Aldrich, Cina)

Kyselina methyl-d3-malonova (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina orotova (INC Biochemicals)

Kyselina pimelova (Sigma-Aldrich, Cina)

Kyselina pipekolova (Calbiochem)

Kyselina pyroglutamova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina sebakova (Sigma-Aldrich)

Kyselina suberova (Fluka, Némecko)

Kyselina tartarova (Sigma-Aldrich, Italie)

Kyselina vanilylmandlova (Merck)

Laktat (Sigma-Aldrich, USA)

Laktat 13C3 (CIL, Velka Britanie)
Lauroyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
LC-MS acetonitril (Honeywell, Némecko)

LC-MS kyselina mravenci (Honeywell, Némecko)
LC-MS methanol (Honeywell, Némecko)

LC-MS voda (Honeywell, Némecko)

L-karnitin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Spanélsko)
Malat (Fluka, USA)

Maleat acid (Sigma-Aldrich, USA)
Malonyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Australie)
Methylmalonat (Sigma-Aldrich)

Methylsukcinat (Sigma-Aldrich, USA)
Mevalonolakton (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Myristoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
N-acetylaspartat (Fluka, Italie)

N-acetyltyrosin (Sigma-Aldrich)
O-acetyl-L-karnitin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA)
Oktanoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Australie)
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Oxaloacetat (Sigma-Aldrich, USA)
Palmitoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Pivaloylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Propinoylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Propionyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Pyruvat (Sigma-Aldrich, Cina)

Sebakoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Australie)
Sigmatrix urine diluent (Sigma-Aldrich, USA)
Stearoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Australie)
Suberoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Australie)
Suberylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Sukcinét (Fluka, Svycarsko)

Sukcinylaceton (Sigma-Aldrich, Izrael)
Tigloyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Tiglyglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Trans-2-decenoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Australie)
Trans-2-oktenoyl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Australie)
Valerylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Valeryl-L-karnitin (Sigma-Aldrich, Australie)
Valproat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)
Vanillaktat (Santa Cruz biotechnology)

3.1.2 Pristrojové vybaveni

Kapalinovy chromatograf Exion LC (Sciex), hmotnostni spektrometr QTRAP 6500
(Sciex); ESI (gas Y5: 50 psi, -4500/+5500, 450 °C), kolona Acquity UPLC HSS T3 C18
(Waters), 1.8 um, 2.1 x 100 mm, kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Dionex),
hmotnostni spektrometr Triple Quad 6500 (SCIEX); ESI (gas 1/2: 50 psi, -4500/+5500
V, 450 °C), vahy HR120 (AND), tiepacka MS3 basic (IKA), automatické pipety
(Eppendorf), automaticka elektronicka pipeta eVol (SGE Analytical Science),

ultrazvukova lazen Elmasonic (EIma), mikrozkumavky.

3.1.3 Biologicky material
Veskeré vzorky moc¢i mi byly k dispozici na pracovisti v laboratofi dédi¢nych

metabolickych poruch FNOL pro tcel diagnostiky DMP.
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3.2 Metody

3.2.1 Piiprava standardi
Veskeré standardy (celkem 150) byly pfipraveny jako 10 mM roztoky v LC-MS vodg,
kromé& acylglycinl, které byly pfipraveny o koncentraci 30 mM. Roztoky byly

uchovavany v mrazaku pii -20°C.

3.2.2 Priprava internich standardua

Byly smichany ptipravené pracovni roztoky IS o celkovém objemu 5 ml a sloZeni
hexanoylglycin-13C2, 15N (23 uM) a kyselina methyl-d3-malonova (413 uM) do 10 ml
odmérné banky. K tomu bylo pfidano 50 ul kyseliny methyl-d3-citronové (6.83 mM),
200 pL kyseliny homovanilové-13C6, 180 (10 mM), 10 pl isovaleryl-L-karnitinu-D9
(10 mM), 200 pl kyseliny pipekolové-13C (10 mM), 22,3 uL laktatu-13C3 (10x ziedény
20% roztok o vychozi koncentraci 2,24 mol/l). Takto pfipravend smes IS byla

alikvotovana do mikrozkumavek po 1 ml a skladovana pii -20 °C.

3.2.3 Optimalizace MRM piechodii pomoci standardii

Pro optimalizact MRM ptechodii byly pouzity 1uM roztoky standardi, které byly
piipraveny fedénim zasobnich standardii v mobilni fazi A a B v poméru 1:1. Mobilni faze
A obsahuje 0,5% kyselinu mravenéi v LC-MS vod¢ a mobilni faze B obsahuje 0,5%
kyselinu mraven¢i v LC-MS acetonitrilu. Bylo tedy pipetovano 1 pl 10mM zasobniho
standardu, 499 ul MF A a 500 ul MF B. Stiikacka byla nejprve 3x promyta 500 ul LC-
MS methanolu a poté byla 3x promyta stejnym mnozstvim i kapilara. 1uM roztoky
standardli byly vpraveny do stiikacky, ktera tyto standardy déavkovala ptimo do
hmotnostniho spektrometru po 7 pl/min. Ladéni MRM piechodti bylo provedeno
v softwaru Analyst 1.3.6 2015 (SCIEX), ktery pro kazdy standard vybira automaticky 10
nejintenzivngjsich pikt ptechodu molekulového a produktového iontu v +MRM i -MRM
modu. Jako molekulové ionty byly voleny jednak hmoty samotnych standardi, tak i jejich
adukty s kyselinou mravenci, ktera je obsazena v mobilni fazi.

Vysledkem optimalizace pak byla tabulka s 10 pfechody v +MRM a 10 v -MRM médu
sudaji o deklasterac¢nich potencidlech (DP), vstupnich potencidlech (EP), koliznich
energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro kazdy ze vSech 151
standardd. Tyto Uidaje byly posléze vyuZity pro detekci téchto latek po separaci pomoci

kapalinové chromatografie.
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3.2.4 Separace standardi pomoci kapalinové chromatografie

Byly ptipraveny roztoky standardii organickych kyselin o objemu 100 pl a koncentraci
100 uM (byl pipetovan 1 pl 10 mM standardu a 99 ul LC-MS vody), acylkarnitint
0 koncentraci 1 uM (byl pipetovan 1 pl 100uM standardu a 99 ul LC-MS vody)
a acylglycint o koncentraci 3 uM (bylo pipetovano 10 pl 30uM standardu a 90 ul LC- MS
vody) do vialek sinsertem. Pfipadné izomery byly analyzovany jednak samostatné
a jednak ve smési vSech spole¢nych izomert pro optimalizaci jejich separace.

Separace byla provedena pomoci kapalinového chromatografu Exion LC (Sciex)
na koloné Acquity UPLC HSS T3 (C18) (Waters), 1.8 um, 2.1 x 100 mm, pii 30 °C
gradientovou eluci za zvySovani podilu organické mobilni faze B (viz obr. 36) pfi pratoku
0,35 pl/min po dobu 26 minut. Detekce byla provedena pomoci hmotnostniho
spektrometru na zakladé predchoziho ladéni, ktery dokaze ptepinat polarity béhem
analyzy (,,polarity switching”).

Po provedeni separace byla analyza vyhodnocena v softwaru Analyst 1.3.6 2015
(SCIEX), kde byly vybirany piky s nejvétsi hodnotou S/N pro kazdy standard. U izomera
byl vybirén spolecny piechod, kvantifikacni, a pokud to bylo mozné, tak 1 specificky
piechod pro kazdy izomer. Findlni metoda pro vSechny metabolity byla poté zpracovana

do tabulky s udaji o reten¢nim ¢ase, molekulovém a produktovém iontu, DP, EP, CE

a CXP.

[0 B.Cone [J A Cone

5.20 040 . 15.60 20.80 26.00

mimn

Obrazek 36 Schéma bindrniho gradientu nastaveny pii separaci organickych kyselin a ptibuznych
latek.
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3.2.5 Stabilita oxokyselin

Oxokyseliny jsou pro analyzu pomérné problematické slouceniny, vzhledem k jejich
velké nestabilit¢ ve vodném roztoku, kde maji tendenci odStépovat
karboxy- skupinu a polymerizovat (Cooper et al., 1983). Taktéz pii rutinni GC-MS
analyze organickych kyselin je zapotiebi, aby 2-oxokyseliny chranény oximaci.

Byly piipraveny cerstvé zdsobni 10 mM roztoky oxokyselin: 2-oxoglutarova,
2- oxoadipova, 2-oxoisokaproova, glyoxylova, fenylpyryruvat, 4-hydroxyfenylpyruvat,
4-hydroxy-2-oxoglutarova, 2-oxobutyrat, sukcinylaceton, acetoacetat, pyroglutamat
a ethylacetoacetat. Z téchto zasobnich roztokl byl pfipraven 1 ml smési 12 oxokyselin
0 koncentraci 100 umol/l, tak, ze bylo pipetovano 10 pl zasobniho 10mM standardu do
mikrozkumavky a doplnéno LC-MS vodou na objem 1 ml. Dale byla pfipravena smésna
moc¢ a smésna moc s piidavkem smési oxokyselin, kazda do 3 vialek. Tato smésnd moc
obsahovala koncentraci kreatininu 4,96 mM, kterou bylo nutné natedit na koncentraci
1 mM. Do 6 vialek bylo tedy pipetovano 20,2 pl moce a do ti z nich bylo pfidano 79,8 ul
LC-MS vody. Nasledné¢ bylo smichano 5 pl kazdého 10mM zéasobniho roztoku
oxokyselin do mikrozkumavky a doplnéno 15 ul na objem 75 ul. Z Této smési bylo
odebrano 7,5 pl do kazdé ze zbylych 3 vialek a doplnéno 72,3 ul LC-MS vody na objem
100 pl. Vysledna koncentrace oxokyselin ve smésné moci byla tedy 50 uM.

Nasledn¢ bylo pipetovano 100 pl smési do vialky s insertem a spolu se smésnou mo¢i
a smésnou moéi se smési oxokyselin zanalyzovano. Cerstvé ptipravena smés oxokyselin
byla poté rozpipetovana do 3 alikvott, a spolu s mo¢i a moci se smési oxokyselin byly
1 mésic uchovavany pti 3 raznych teplotach, a to pii +4 °C v lednici, -20 °C a -80 °C
v mrazaku. Po 1 mésici skladovani byly tyto vzorky opét zanalyzovany pro sledovani

jejich stability za riznych podminek. Analyzy byly vyhodnoceny v softwaru Multiquant
3.0.3 (SCIEX).

3.2.6 Priprava kalibra¢nich smési standardi
Pro kalibraci byly vytvoieny 4 smési standardu, a to acylglyciny (1), acylkarnitiny (2)
a 2 skupiny organickych kyselin rozdélené podle jejich obsahu v mo¢i u zdravych jedinct
na ty s nizsi (3) a vyssi koncentraci (4) (rozd€leni a horni kalibra¢ni body jsou uvedeny
v priloze 3).

Kalibra¢ni rozmezi standardd bylo voleno podle fyziologickych koncentraci
jednotlivych latek z vetejné dostupnych databazi hmdb.ca a metagene.de s dopliujicimi

informacemi o intenzitach odezvy standardii a vzorkti. Desetibodova kalibracni fada byla

74



piipravena dvojkovou fedici fadou v matrici, pficemz byla pouzita syntetickda moc¢
Sigmatrix urine diluent (Sigma-Aldrich).

Byla ptipravena smés 15 acylglycinii 0 koncentraci 55 uM tak, ze bylo pipetovano
1,1 ul kazdého 30mM standardu do spole¢né mikrozkumavky a doplnéno 584,6 ul
Sigmatrix na finalni objem 600 pl. Z této smési bylo odpipetovano 200 ul do dalsi
mikrozkumavky a k ni bylo pfidino 200 ul Sigmatrix. Timto zpusobem byla dale
vytvorena kalibra¢ni fada 0 10 bodech. Z kazdé této mikrozkumavky bylo pipetovano
100 pl do vialky s insertem. Byl také pfipraven blank, ktery obsahoval pouze Sigmatrix
a nulovy kalibrator, ktery obsahoval 100 pl Sigmatrix a k nému a vSem kalibracnim
bodim bylo jest¢ pfidano 10 pl smési IS. Kalibraéni body mély tedy vysledné
koncentrace: 5,00-10%; 2,50-10%; 1,25-10%; 6,25; 3,13; 1,56; 7,81-10%; 3,91-107%;
1,95-10; 9,77-102umol/l.

Dale byl ptipraven 1 ml smési 30 acylkarnitini o riznych koncentracich podle jejich
fyziologickych koncentraci v moc¢i. Nejvyssi kalibracni body jsou spolu s jednotlivymi
karnitiny uvedeny v ptiloze 3. Koncentrace acylkarnitind ve smési byla tedy 0,11; 1,1; 11
a 22 pM a bylo do mikrozkumavky pipetovano 1,1 pl nebo 11 pl natedéné¢ho 100uM
roztoku piislusnych acylkarnitini (AK) s nejvyssi kalibra¢nim bodem 0,1 a 1 uM. K této
smési bylo jesté pipetovano 11 a 22 pl dalSich AK. Smés byla doplnéna na 1 ml
syntetickou mo¢i Sigmatrix urine diluent. Z této smési bylo odpipetovano 200 ul do dalsi
mikrozkumavky a k ni bylo pfidano 200 pl Sigmatrix. Timto zptisobem byla dale
vytvoiena kalibra¢ni fada o 10 bodech. Z kazdé této mikrozkumavky bylo pipetovano
100 pl do vialky s insertem. Byl také pfipraven blank, ktery obsahoval pouze Sigmatrix
a nulovy kalibrator, ktery obsahoval 100 ul Sigmatrix a k nému a vSem kalibra¢nim
bodim bylo jesté piidano 10 pl smési IS. Vysledné koncentrace AK byly:

e 1,00-10% 5,00:102; 2,50-10%2; 1,25-10% 6,25-103; 3,13-10%; 1,56-107%,
7,81-10%;3,91-10%; 1,95-10%,

e 1,00; 500:10%; 2,50-107%; 1,25-10%; 6,25-10% 3,13-102; 1,56-10%7,81-107;
3,91-10%; 1,95-1073,

e 1,00-10% 5,00; 2,50; 1,25; 6,25-107%; 3,13-10%; 1,56-107%; 7,81-102; 3,91:10°2;
1,95-102

e 2,00-10% 1,00-10%; 5,00; 2,50; 1,25; 6,25-10; 3,13-10%; 1,56-107%; 7,81:1072;
3,91-102 pmol/l.
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Dalsi smés byla smés organickych kyselin S riznym nejvyssim vychozim kalibracnim
bodem, a to 1, 10 a 100 puM tak, ze bylo pipetovano 1,1 pul ImM roztoku STD, 1,1 pl
10mM roztoku STD a 11 pl 10 mM roztoku STD. Tato smés byla poté doplnéna na objem
1 ml Sigmatrix Z této smési bylo odebrano 200 ul do dal$i mikrozkumavky a bylo k ni
ptidano 200 upl Sigmatrix. Timto zptisobem byla dale vytvorena kalibra¢ni fada o 10
bodech. Z kazdé této mikrozkumavky bylo pipetovano 100 ul do vialky s insertem. Byl
také ptipraven blank, ktery obsahoval pouze Sigmatrix a nulovy kalibrator, ktery
obsahoval 100 ul Sigmatrix a k nému a v§em kalibra¢nim bodim bylo jesté pfidano 10 pl
smési [S. Vysledné koncentrace kalibra¢nich bodu byly nésledujici:

e 1,00; 5,00-107%; 2,50-107%; 1,25-10; 6,25-10%; 3,13-10%; 1,56:10%7,81-10°%;
3,91-10%; 1,95-10%,

e 1,00-10% 5,00; 2,50; 1,25; 6,25-10%; 3,13-10%; 1,56-107%; 7,81-10%; 3,91-10;
1,95-102

e 1,00-10% 5,00-10%; 2,50-10%; 1,25-10%; 6,25; 3,13; 1,56; 7,81; 3,91-107%;
1,95-107t umol/1.

Posledni smési byla taktéz smés organickych kyselin s vy$§im obsahem v moci. Smés
obsahovala 220, 110 a 11 uM organickych kyselin tak, Ze bylo pipetovano 22 ul, 11 ul
al,l pl 10 mM STD organickych kyselin a tato smés byla doplnéna na objem 1 ml
Sigmatrix. Z této smési bylo odebrano 200 pul do dalsi mikrozkumavky a bylo k ni pfidano
200 pl Sigmatrix. Timto zptsobem byla dale vytvofena kalibra¢ni fada o 10 bodech.
Z kazdé této mikrozkumavky bylo pipetovano 100 ul do vialky sinsertem. Byl také
piipraven blank, ktery obsahoval pouze Sigmatrix a nulovy kalibrator, ktery obsahoval
100 pl Sigmatrix a k nému a vSem kalibra¢nim bodim bylo jesté pridano 10 pl smési IS.
Vysledné koncentrace byly nasledujici:

e 1,00-10% 5,00; 2,50; 1,25; 6,25-10%; 3,13-10%; 1,56-107%; 7,81-102; 3,91-1072;
1,95-10%2,

e 1,00-10% 5,00-10% 2,50-10%; 1,25-10%; 6,25; 3,13; 1,56; 7,81; 3,91-10%;
1,95-1071

e 200E-10% 1,00-10% 5,00-10%; 2,50-10%; 1,25-10%; 6,25; 3,13; 1,56; 7,81-107;
3,91-10 umol/l.

Kalibracni smési byly analyzovany findlni LC-MS metodou popsanou viz vySe

a vyhodnoceny v softwaru MultiQuant 3.0.3 (SCIEX).
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3.2.7 Priprava vzorkl modi a jejich analyza
Vzorky moci byly pfipraveny fedénim na koncentraci kreatininu 1 mmol/l a objemu
100 pl do vilaky s insertem. Vzorky, které obsahovaly kreatinin pod 1 mmol/l byly
analyzovany netfedéné a byl u nich zvySen nastfik imérné koncentraci kreatininu.
Ke kazdému vzorku bylo nasledné piidano 10 pl smési internich standardt. Koncentrace
IS ve vzorcich je pak nasledujici: kyselina methyl-d3-malonova (18,8 pmol/l),
hexanoylglycin-13C2, 15N (1,0 umol/l), kyselina methyl-d3-citronova (3,1 pmol/l),
kyselina homovanilova-13C6, 180 (18,2 umol/l), isovaleryl-L-karnitin-D9 (0,9 umol/l),
kyselina pipekolova-13C (18.2 umol/l), laktat-13C3 (44,8 umol/l).

U takto ptipravenych vzorki byla provedena cilena metabolomicka LC-MS analyza
touto nové vytvorenou metodou s nastiikem 1 pl, v pfipadé vzorkt s obsahem kreatininu

pod 1 mmol/l byl nastiik zvySen tmérné obsahu kreatininu.
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4 VYSLEDKY
41 Vyvoj LC-MS metody

4.1.1 Optimalizace podminek separace
Vyvijena metoda byla nejprve optimalizovana pomoci kapalinového chromatografu
UltiMate 3000 (Dionex) a hmotnostniho spektrometru Triple Quad 6500 (SCIEX) za
riznych podminek. Byla testovana separace na téchto 3 kolonach:
e Luna Omega Polar C18 (Phenomenex)
e Kinetex EVO C18 (Phenomenex)
e Acquity UPLC HSS T3 (Waters)
Za razného pratoku: 0,45; 0,40; 0,35 ml/min, pfi 2 riznych gradientech, teploty 40 °C;
30 °C; 22 °C, slozeni mobilni faze:
e Mobilni faze A:
o 0,1;0,25;0,5% HCOOH v H20 (pH 2.34)
e Mobilni faze B:
o 0,1;0,25; 0,5% HCOOH v methanolu
o 0,5% HCOOH v acetonitrilu
Byl sledovan tvar pika, citlivost odezvy standardi (S/N), linearita odezvy
a reprodukovatelnost. Nejlepsi parametry vykazovala kombinace kolony Acquity UPLC
HSS T3 (Waters), za priitoku 0,35 ml/min, teploty 30 °C pfi sloZzeni MF A 0,5% HCOOH
v H,0 a MF B 0,5% HCOOH v acetonitrilu za postupného piidavku organické MF B (viz
Obr. 36, kap. 3.2.4). Na Obr. 37 je uveden priklad optimalizace separace methylcitratu za
pouziti 0,1% a 0,5% HCOOH v mobilnich fazich, kde je ziejmé, Ze pii vyssi koncentraci
HCOOH dochazi k lepsi detekci a zlepSuje se i tvar piku. Za téchto podminek bylo mozné
identifikovat 124 organickych kyselin, acylglycini a acylkarnitinti. V -MRM moédu se
podaftilo optimalizovat pfechody pro 140 organickych kyselin, +MRM moédu pak 74
latek, pfevazné acylglycint a acylkarnitini a organickych kyselin obsahujici - elektrony.
Molekuly s nizkou molekulovou hmotnosti, jako naptiklad glykolat (M=76,05) byly

méteny v SIM maodu.
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Obrazek 37 Priklad separace methylcitratu za pouziti dvou riznych koncentraci kyseliny
mraven¢i v mobilnich fazich. Na hornim obrazku je separace za pouziti 1% kyseliny mravenci,
na dolnim obrazku je separace za pouziti 0,5 % kyseliny mravenci.

Analyty méfené na pivodni instrumentaci poskytovaly dobrou linearni odezvu, na

Obr. 38 je priklad kalibrac¢ni zavislosti kyseliny methylmalonové bez normalizace na

interni standard.
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Obrazek 38 Kalibracni kiivka kyseliny methymalonové bez normalizace na interni standard, ktera
byla sestrojena pomoci analyzy kalibra¢nich bodi nové vyvinutou LC-MS metodou na
kapalinovém chromatografu UltiMate 3000 (Dionex) a hmotnostnim spektrometru Triple Quad

6500 (SCIEX).
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Obrazek 39 Srovnani analyzy vzorku plasmy pomoci kapalinového chromatografu UltiMate 3000
(Dionex) a hmotnostniho spektrometru Triple Quad 6500 (SCIEX) za pfitomnosti methanolu
(modfe) a po lyofilizaci rekonstituci mobilni fazi A (Cerveng).

Problémy zpusobovala také inkompatibilita nékterych biologickych materiali se
separaénim systémem. V piipadé moci se vzorek pouze fedil vodou na koncentraci
kreatininu 1 mmol/l. U plasmy, kterou bylo nezbytné¢ deproteinovat methanolem,
dochazelo ke zméné citlivosti a selektivity a také k posunuti retencnich Castu analyta
Z diivodu méné polarniho charakteru vzorku. Tento problém se podaftilo vyftesit lyofilizaci
a nasledné rekonstituci v mobilni f4zi A. Srovnani analyz vzorkl plasem za pfitomnosti
methanolu a MF A je uveden na Obr. 39.

Vzhledem Kk pofizeni nové instrumentace poskytujici vySsi citlivost pro
nizkomolekularni analyty v negativnim médu byla metoda pfevedena na novy LC-MS
systém, konkrétn¢ tedy na kapalinovy chromatograf Exion LC (Sciex) ve spojeni
S hmotnostnim spektrometrem QTRAP 6500 (Sciex). Pro vybrané organické kyseliny
a acylglyciny bylo provedeno nové ladéni optimalnich MRM ptechodi. Na Obr. 40 je
uveden ptiklad separace izomera kyseliny pimelové a 3-methyladipové, které nebylo
mozné puvodni instrumentaci od sebe odliSit. Na novém systému byly nalezeny
specifické prechody téchto izomert a doslo tedy k uspésné separaci a identifikaci téchto
latek. Také byla zlepSena line4rni odezva a citlivost (LOD a LOQ) analytt. Pii porovnani
analyzy kyseliny methylmalonové, ktera na plivodnim instrumentaci vykazovala linedrni
odezvu s koeficientem determinace R?=0,9967 a limitem detekce 0,30 pumol/l, tak na
novém LC-MS systému byly naméieny R?=0,9983 s LOD 0,06 umol/l.
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Obrazek 40 Separace izomer kyseliny pimelové a 3-methyladipové, pro které bylo mozné nalézt
diky hmotnostnimu spektrometru QTRAP 6500 specifické prechody. Na obrazku A je analyza za
spolecného MRM prechodu 159—97, na obrazku B je analyza téchto izomerd za nalezeni
specifického piechodu 159—68 pro kyselinu pimelovou a strukturni vzorec této kyseliny, na
obrazku C je analyza téchto izomert za nalezeni specifického piechodu 159—81 pro kyselinu

3-methyladipovou a strukturni vzorec této kyseliny.

4.1.2 Kalibraéni krivky metaboliti

Pfed samotnou analyzou musely byt upraveny hodnoty koliznich energii pro vybrané

metabolity, které vykazovaly piiliS vysokou ambundanci. Konkrétn¢ byly zvySeny

0 15 eV. Udaje jsou uvedeny v Tab. 9.

Tabulka 9 Udaje o upravenych hodnotach koliznich energii pro vybrané metabolity.

Metabolit MRM Plvodni hodnota | Upravena hodnota
CE (eV) CE (eV)

Kyselina sebakova 1 - -22 -37
Kyselina sebakova 2 - -26 -41
Isocitrat - -20 -35
Kyselina 2-hydroxyglutarova - -14 -29
Malat 1 - -14 -29
Malat 2 - -22 -37
Citrat - -24 -39
Kyselina fenoxyoctova - -20 -35
2-oxoglutarat 1 - -12 -27
2-oxoglutarat 2 - -14 -29
C5 Isovaleryl-L-karnitin + 25 40
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Tabulka 9 Udaje o upravenych hodnotéach koliznich energii pro vybrané metabolity pokracovdni.

Metabolit MRM Pavodni hodnota | Upravena hodnota
CE (eV) CE (eV)

C4 isobutyryl-L-karnitin + 25 40
C8:1 2-oktenoyl-L-karnitin + 27 42
CO L-karnitin + 29 44
N-acetylaspartat 1 + 13 28
N-acetylaspartat 2 + 21 36
4-aminobutyrat 1 + 29 44
4-aminobutyrat 2 + 13 28
Pyroglutamat + 17 32
Kyselina hippurova 1 + 43 58
Kyselina hippurova 2 + 15 30

Po analyze vSech kalibracnich smési byly vyhodnoceny kalibra¢ni kiivky za pouZiti
vybraného interniho standardu integraci ploch pikli za pouZziti vaZeni 1/y. Dale byly

vypocitany hodnoty limitu detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ). LOD byl vypocitan

podle vzorce: LOD = 3ZN % C.

N — intenzita odezvy blanku;
S — intenzita odezvy standardu;
¢ — koncentrace, pti niZ byl pozorovan odpovidajici signal S

LOQ byl vypocitan jako: LOQ = LOD * 3,33. Podle funkénich skupin a substituenti
ve struktuie jednotlivych metaboliti byly voleny odpovidajici interni standardy. Pro
karnitiny byl zvolen isovaleryl-L-karnitin-D9 (lva-CarZ), pro glyciny hexanoylglycin-
13C2, 15N (HGZ), pro monokarboxylové alifatické kyseliny byl vybran laktat-13Cs
(LacZ), pro heterocyklické slouéeniny kyselina pipekolova-13C (PZ), pro fenolické
kyseliny kyselina homovanilova-13Cs, 180 (HVAZ), pro dikarboxylové kyseliny
kyselina methyl-d3-malonova (MMAD) a pro trikarboxylové methyl-d3-citronova
kyselina (MeCitZ).

Pro vétSinu metabolitl byly hodnoty korelacnich koeficientl lepsi nez 0,98. V 11
piipadech metabolitii ale hodnoty této korelace nedosahlo, tyto hodnoty jsou zvyraznény
v ptiloze €. 3 Cervené, v pripad€ karnitinu C18 a 4-hydroxyglutamatu nebyla dosaZena
linearni odezva. V ptipad¢ N-acetylaspartatu se po tipravé CE nedatilo viibec detekovat

piky, a tudiz ani sestrojit kalibra¢ni pfimku a vypocitat hodnoty LOD a LOQ. Tyto
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problémy budu dale rozebirat v diskuzi. Pro ukazku je nize ptfilozena kalibra¢ni kiivka
glyceratu atabulka ¢. 10 s hodnotami LOD a LOQ glyceratu. Hodnoty korela¢nich

koeficientd, LOD a LOQ véch metabolitd jsou uvedeny v ptiloze 3.
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Tabulka 10 Udaje o intenzitach pikii standardu p¥isluiné koncentrace, vypoéitané LOD a LOQ a korelaéni koeficienty glyceratu spolu s udaji o pfisluiné smési,
hornim kalibracnim bodu a internim satndardu.

horni kalibra¢ni , LOD LOQ Korela¢ni
bod (uM) Interni standard S N ¢ (UM) (M) (M) koeficient r

Glycerat 4 1,00E+2 LacZ 3,15E+03 | 3,15E+02 | 0,1953 |5,86E-02 | 1,95E-01 0,9998

Nazev metabolitu | smés

2 y=0,31030x+0,00774
22 r=0,99984
vazeni: 1y

[ R R =)

5 10 15 20 25 30 35

'Jg ..4?( 50, 55 60 65 70 75 80 85 90 95
omérkoncentrace

Obrazek 41 Graf kalibra¢ni zavislosti glyceratu. Na ose y se nachazi pomér ploch pod pikem mezi glyceratem a internim standardem laktatem 13Cs, na ose X je
potom pomér koncentraci. Graf byl vygenerovan v softwaru Multiquant 3.0.3. (SCIEX) a upraven do ¢eského jazyka.
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4.1.3 Stabilita oxokyselin
Stabilita 12 oxokyselin ve vodnych vzorcich, moci a moci se smési téchto oxokyselin
byla métena po 1 mésici skladovani za riizné teploty (+4 °C, -20 °C a -80 °C). Posléze

bylo vypocitano procentudlni zastoupeni téchto oxokyselin ve vzorcich oproti erstvym

standardum.
2-oxoglutarat 2-oxoadipat
120,00 120,00
100,00 100,00
80,00 80,00
60,00 60,00
40,00 40,00
20,00 20,00 I I
0,00 0,00
Q &L @ N &L @ QN & w Q &L @ N &L @ N & w
RO R RO R
I A A e A 5(3‘ I A A e A 5(3‘
»& N o¢ »& o S
X ) o) X % o)
2-oxoisokaproat Glyoxylat
160,00 160,00
140,00 140,00
120,00 120,00
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Obrazek 42 Grafy relativni zmény (%) oxokyselin pii skladovani za riznych podminek ve
srovnani s Cerstvé pfipravenymi vzorky.
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Obrazek 43 Grafy relativni zmény (%) oxokyselin pii skladovani za ruznych podminek ve
srovnani s Cerstveé pfipravenymi vzorky.
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Pyroglutamat Ethylacetoacetat
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Obrazek 44 G Grafy relativni zmény (%) oxokyselin pfi skladovani za riznych podminek ve
srovnani s cerstveé piipravenymi vzorky.

Jako nejlepsi teplota pro skladovani roztoka standardt se primérné jevi +4 °C, az na
2- oxoadipat, ktery je mirn¢ stabilnéjsi pti -80 °C, dale také 4-hydroxy-2-oxoglutarat,
ktery vykazuje lepsi stabilitu pfi -20 °C a pyroglutamat, jehoz stabilita klesa od -80 °C po
+4 °C. Nejstabilng&jsi teplotou pro skladovani moc¢i z hlediska oxokyselin je -80 °C, pii
niz vétsina oxokyselin vykazuje koncentraci nad 80 % piavodni koncentrace. Vyjimkou
je acetoacetat, jehoz stabilita klesa od +4 °C po -80 °C. Déle pak také pyroglutamat
a ethylacetoacetat, které¢ vykazuji mirn¢ vysSsi stabilitu v moci pifi -20°C. Nekteré
oxokyseliny nebyly v moci fyziologicky pritomny, nebo je jejich koncentrace mimo limit
detekce. Pro zjisténi jejich stability v mocich bylo nutné pfidat jejich smés do této
matrice. Pfi vSech teplotach je vétsina téchto oxokyselin v matrici velmi stabilni, vyjimku
tvori acetoacetat a 4-hydroxyfenylpyruvat, u kterych koncentrace pii -20 °C klesa pod
50 % puvodni koncentrace. 2-oxoglutarat, glyoxylat a 4-hydroxy-2-oxoglutarat
vykazovaly stejny trend, a tedy, Ze v matrici jsou nejstabilnéjsi pii -80 °C, stejné tak
pyroglutamat, ktery byl v matrici nejstabilngjsi pii -20 °C. Naopak acetoacetat
ethylacetoacetat byly po pfidani do moci nejstabilnéjsi pii -80 °C. 2-oxoadipat,
2- oxoisokaproat a sukcinylaceton pak vykazuji nejvyssi stabilitu ptfi +4 °C po jejich
ptidani do mo¢i, pficemz v Cisté nebyly detekovany. Fenylpyruvat je pak nejvice stabilni
pii -20 °C, 1 kdyzZ je jeho stabilita v matrici pii vSech tfech teplotach velmi vyrovnana.
2- oxobutyrat bylo mozné detekovat pouze jako Cisty standard, ani po jeho pfidani do

moci jej nebylo mozné detekovat.
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4.2 Finalni LC-MS metoda

Po optimalizaci MRM piechodt a separaci standardl organickych kyselin a dalSich latek
byly vybrany ty, které vykazovaly nejvyssi hodnotu S/N a byla tak vytvotena finalni
metoda pro detekci téchto metabolitd s udaji o prekurzorovém a produktovém iontu,
reten¢nim ¢ase, DP, CE, CP a CXP. V +MRM mddu bylo naladéno celkem 97 piechodii
a v -MRM 150 prechodi. Tyto tdaje jsou uvedeny v tabulce v piilohach 1 a 2. Jelikoz
nékteré metabolity nebyly k dispozici ve formé Cistého standardu, optimalizace jejich
MRM piechodii probéhla za pomoci vzorku pacientii, konkrétné se jednalo o karnitiny
C4-OH a C5-OH, methylacetoacetat a glutarylglycin. Glutarylglycin byl pozdé&ji obdrzen
1 jako ¢isty standard, a byl pouZit na pfipravu kalibracni smési acylglycini.

Na Obr. 45 a 46 jsou uvedeny obrazky s chromatografickymi profily jednotlivych
metabolith v +MRM a -MRM modu. Dale byly vytvofeny fragmentacni tabulky na
zéklad¢ separace standardii o koncentraci 3uM acylglycint, 1uM acylkarnitini a 100uM
organickych kyselin. Jsou rozdéleny podle skupin na acylglyciny, acylkarnitiny
a organické kyseliny dle poctu karboxylovych skupin. Tyto tabulky obsahuji tidaje o
vSech produktovych iontech, jejich mozné struktufe a intenzitach jejich odezvy pro kazdy

metabolit. Tyto tabulky jsou s ohledem na jejich velikost na vyzadani u autora.
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Obrazek 45 Chromatograficky profil standard organickych kyselin a acylglycint detekovanych v -MRM modu.
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Obrazek 46 Chromatograficky profil standardt organickych kyselin a acylkarnitintt v +MRM modu.
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Metodou bylo také mozno separovat veskeré izomery metabolitl. Podatilo se nalézt
specifické ptechody pro vétSinu izomert kromé vybranych latek: C4, C5 a C5:1; burytyl-
a isobutyrylglycin; 2- methylbutyryl-, isovaleryl- a valerylglycin; 3-methylkrotonyl-
atiglylglycin;  2- hydroxybutyrat a  2-hydroxyisobutyrat;  3-hydroxyvalerat
a 3-hydroxyisovalerat. Tyto metabolity se ovSem podafilo od sebe chromatograficky
separovat, dle rozdilnych reten¢nich Cast, coz je nezbytné pro rozlieni vybranych DMP.

Separace izomert detekovanych v -MRM a +MRM médu jsou uvedeny na Obr. 47 a 48.
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Obrazek 47 Chromatograficky profil separovanych izomerd, které jsou detekovany v -MRM
modu. Jednotlivé izomery jsou vyobrazeny stejnou barvou.
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Obrazek 48 Chromatograficky profil separovanych izomerd, které jsou detekovany v +MRM
modu. Jednotlivé izomery jsou Vyobrazeny stejnou barvou.

4.3 Diagnostika pacientt

Byla provedena analyza 32 vzorkt mo¢i zdravych kontrol a vybranych pacienti s DMP.
Ve tiech ptipadech se jednalo o jeden subjekt, kterému byly provedeny 3 odbéry (P10)
v riznych dnech. Dle kalibracnich zavislosti byly u vzorka spocitany koncentrace
jednotlivych metabolitt, ty nejvice diskriminujici dané onemocnéni uvedeny v Tab. 11.
Z téchto udajii byla posléze provedena diagnostika pacientd, kterd byla ovéfena rutinné

pouzivanou GC-MS metodou.
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Tabulka 11 Vyhodnoceni diagnosticky vyznamnych metabolitii pro vybrana onemocnéni a jejich
srovnani s fyziologickymi hodnotami, které byly naméfeny touto metodou, pfipadné jsou
doplnény o hodnoty z databazi a literatury. Koncentrace jsou uvedeny v jednotkach pmol/mmol
kreatininu.

. Fyziologicka koncentrace Patologickd .
Metabolit koncentrace Pacient
(umol/mmol cr) (umol/mmol cr)
Acetylglycin 0,07-8,87 18,15 P15
Propionylglycin 0,00-0,51 27,92 P10_1
232,83 P10 2
47,36 P10_3
Tiglylglycin 0,11-5,21* v lit. az 7,60 9,47 P10_1
20,76 P10 2
14,48 P10_3
43,09 P30
Glutarylglycin 0.03-0.78 10,01 P27
4,02 P28
CO0 L-karnitin 0.74-20.96 936,2 P10 1
55,65 P27
55,98 P28
C2 acetylkarnitin 0,07-6,64 30,22 P7
11,61 P10 _2
9,16 P13
11,12 P20
8,2 P25
9,49 p27
11,67 P28
C3 propionylkarnitin 0,004-1,14 38,27 P10 1
40,81 P10 _2
45,31 P10_3
C5DC glutarylkarnitin 0,06-1,69* v lit az 5,10 22,35 p27
31,85 P28
C5:1 3-methylkrotonylkarnitin 0.0002-0.25 0,79 P10 1
1,61 P10 2
1,45 P10_3
2,68 P30
Methylmalonat 0,55-33,17 1169,04 P10 1
1908,16 P10 2
1105,38 P10 3
2-hydroxyisokaproat 0,00-2,05 7,33 P10 2
231,15 P15
2-oxoisokaproat 0,04-1,49* v 1it. az 37,00 176,87 P10 2
1429,65 P15
2-hydroxyisovalerat 0,00-5,27* v 1it. az 12,00 247,02 P10 2
4553,88 P15
3-hydroxyvalerat 0,00-8,09 347,03 P10 2
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Tabulka 11 Vyhodnoceni diagnosticky vyznamnych metaboliti pro vybrana onemocnéni a jejich
srovnani s fyziologickymi hodnotami, které byly naméfeny touto metodou, pfipadné jsou
doplnény o hodnoty z databazi a literatury. Koncentrace jsou uvedeny v jednotkach pmol/mmol
kreatininu pokracovani.

. Fyziologicka koncentrace Patologicka .
Metabolit koncentrace Pacient
(umol/mmol cr) (umol/mmol cr)
12,58 P10_3
3-hydroxyisovalerat 0,00-35,79* v lit. az 66,00 70,02 P10 1
1045,29 P10_2
92,54 P10_3
76,47 P15
Laktat 2,07-185,93 268,87 P10_1
15887,04 P10 2
270,91 P10_3
1827,73 P15
3-hydroxypripionat (laktat b)  0,00-64,75* v lit az 93,00 552,69 P10 1
5255,65 P10 _2
659,61 P10_3
2-oxobutyrat 6,09-76,07 229,86 P10 1
1307,02 P10 2
242,19 P10_3
284,43 P15
Pyruvat 0,08-41,87* v lit az 59,00 602,74 P10 _2
Kyselina vinna 4,20-47,44* v lit. az 64,40 121,88 P7
76,58 P10 1
126,68 P10 _2
134,51 P10_3
161,52 P17
345,55 p27
306,73 P28
2-methylglutakonat 0,00-2,85 14,72 P10 1
9,16 P10 2
28,54 P10_3
3-methylglutakonat 2,36-29,91 33,29 P7
40,75 P10 1
111,18 P10 2
82,6 P10_3
31,82 P17
35,93 P19
3-methyladipat 0,18-4,20* v lit. az 7,20 34,68 P10 1
50,25 P10 2
31,98 P10 3
Glutarat 0,13-13,41 48,34 P10 1
131,82 P10 2
39,89 P10 _3

94



Tabulka 11 Vyhodnoceni diagnosticky vyznamnych metaboliti pro vybrana onemocnéni a jejich
srovnani s fyziologickymi hodnotami, které byly naméfeny touto metodou, pfipadné jsou
doplnény o hodnoty z databazi a literatury. Koncentrace jsou uvedeny v jednotkach pmol/mmol
kreatininu pokracovani.

. Fyziologicka koncentrace Patologicka .
Metabolit koncentrace Pacient
(umol/mmol cr) (umol/mmol cr)

70,17 p27

191,91 P28

Acetoacetat 0,00-29,72 2399,18 P7
537,64 P10_1
40171,89 P10_2
985,36 P10_3

2240,43 P15

295,26 P13

507,3 P20

606,73 P25

58,84 P26

48,74 P29
Fumarat 0,31-26,89* v lit. az 34,00 130,94 P10 1
558,78 P10 _2
266,93 P10_3

2-hydroxybutyrat 0,24-8,32 32,39 p7
147,63 P10_2

14,38 P13

89,88 P15

11,37 P17

11,83 P20

2-hydroxyisobutyrat 0,20-16,27 195,8 P7
1650 P10_2
34,27 P10_3

35,84 P13

259,5 P15

49,55 P20

3-hydroxybutyrat 0,08-52,58* v lit az 100,00 635,1 P7
5126 P10_2
113,4 P10_3

115,4 P13

833,9 P15

152,4 P20
3-hydroxyisobutyrat 2,43-33,03* v lit. az 48,00 250,1 P10 2

53,62 P15
2-methylcitrat 1,70-20,81 1932,7 P10_1
2447,6 P10_2
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Tabulka 11 Vyhodnoceni diagnosticky vyznamnych metaboliti pro vybrana onemocnéni a jejich
srovnani s fyziologickymi hodnotami, které byly naméfeny touto metodou, piipadné jsou
doplnény o hodnoty z databazi a literatury. Koncentrace jsou uvedeny v jednotkach pmol/mmol
kreatininu pokracovani.

. Fyziologicka koncentrace Patologicka .
Metabolit koncentrace Pacient
(wmol/mmol cr) (umol/mmol cr)
1789,6 P10 3
3-hydroxyglutarat 0,70-14,63* v lit. az 44,00 84,7 P27
155,51 P28

Pacient P10 je dévce, ro¢nik 2017, kterému byly provedeny 3 kontrolni odbéry
Vv prubéhu 3 tydnl v obdobi srpen-zaii 2019. Zvysena koncentrace nékterych metabolitt,
predevsim  kyseliny —methylmalonové, 3-hydroxypropionové, propionylglycinu
a 3-hydroxyvalerové kyseliny, ukazuji methylmalonovou acidurii. Je ziejmé, ze tato
pacientka také trpi Castou ketdzou, a to piedevSim kvili vysokym koncentracim
acetoacetatu a 3- hydroxybutyratu a také laktatovou acidézou vzhledem K vysokym
koncentracim  laktatu,  pyruvatu,  2-hydroxybutyratu,  2-hydroxyisobutyratu
a 3-hydroxyisobutyratu. Rozdil v metabolickém profilu nejvice signifikantnich

metaboliti mezi zdravou kontrolou a pacientem s MMA je uveden na Obr. 49.
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Obrazek 49 Porovnani metabolického profilu nejvice signifikantnich biomarkert u vzorku
pacienta s methylmalonovou acidémii ve srovnani se kontrolnim vzorkem zdravého jedince.
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P15 je chlapec, ro¢nik 2019, ktery ma v moci pfitomnou velmi vysokou koncentraci
kyselin 2-hydroxy a 2-oxoisokaproové a 2-hydroxyisovalerové a dalSich 2-0xo-
a 2-hydroxykyselin, coz je charakteristickym znakem pro leucinézu (MSUD). Stejné jako
v piedchozim piipadé i tento pacient trpi Castou ketdzou a laktatovou acidozou vzhledem
ke zvysenym koncentracim ketolatek, laktatu, 2-hydroxybutyratu, 2- hydroxyisobutyratu
a 3-hydroxyisobutyratu. Rozdil v metabolickém profilu nejvice signifikantnich

metabolitl mezi zdravou kontrolou a pacientem s MSUD je uveden na Obr. 50.
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Obrazek 50 Porovnani metabolického profilu nejvice signifikantnich biomarkert u vzorku
pacienta s leucinozou (MSUD) ve srovnani se kontrolnim vzorkem zdravého jedince.
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V piipad¢ pacientti P27 a P28 se jedna o sourozence ve véku 17 a 10 let s glutarovou
acidurii typu 1, coz dokazuje vysoka koncentrace 3-hydroxyglutaratu, glutaratu
a glutarylkarnitinu v jejich moc¢i, jakozto typickych biomarkerti tohoto onemocnéni.
Jejich mo¢ obsahuje také vysokou koncentraci acetylkarnitinu a karnitinu, které odkazuji
na moznou ketdézu nebo suplementaci karnitinem. Rozdil v metabolickém profilu nejvice
signifikantnich metaboliti mezi zdravou kontrolou a pacientem s GA | je uveden

na Obr. 51.
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Obrazek 51 Porovnani metabolického profilu nejvice signifikantnich biomarkert u vzorku
pacienta s glutarovou acidurii typu I (GA I) ve srovnani se kontrolnim vzorkem zdravého jedince.
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Pacient P30 je divka, ro¢nik 2016, ktera ma v moc¢i vysoky obsah tiglylglycinu, jehoz
vysoka koncentrace se Vyskytuje u vice druhit DMP, konkrétné B-ketothiolasova
deficience, 2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA-dehydrogenasova deficience, deficience
monokarboxylatového transporteru I, mnohonasobna karboxylasova deficience
a propionova acidémie. Dal§im zvySenym metabolitem vyskytujici se u této pacientky
byl 3-methylkrotonylkarnitin, jehoz vysoka koncentrace potvrzuje, ze pacientka trpi
B-ketothiolasovou deficienci. Rozdil v metabolickém profilu nejvice signifikantnich
metabolitti mezi zdravou kontrolou a pacientem s MMA je uveden na Obr. 52.

Moce dal$ich pacientii obsahovaly zvySené koncentrace nékterych metabolity, ackoliv
U nich nebyla prokazana zadna dédicna metabolicka porucha. Pacienti P7, P13, P20 a P25
maji zvySenou koncentraci acetylkarnitinu, coz muze byt nasledek suplementace
karnitinem nebo ketozy. Ketdézu by potvrzovala také pfitomnost zvySené koncentrace
ketolatek, acetoacetdtu a 3-hydroxybutyratu. Vzorky P7, P13 a P20 obsahuji vyssi
koncentraci 2-hydroxyisobutyratu a spolu s P17 i 2-hydroxybuyratu, coz mize znait
laktatovou acidozu. Neni ovSem potvrzené, ze by tito pacienty trpéli néjakou formou
DMP. V n¢kterych vzorcich byla pfitomna zvySenou koncentraci také kyseliny vinné,
ktera ale neni spojovana s zadnou dédi¢nou metabolickou poruchou a v nejvétsi mite se

do téla dostava potravou.
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Obrazek 52 Porovnani metabolického profilu nejvice signifikantnich biomarkertt u vzorku
pacienta s B-ketothiolasovou deficienci ve srovnani se kontrolnim vzorkem zdravého jedince.
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5 DISKUZE

Touto nové vyvinutou LC-MS metodou je mozné analyzovat 151 metabolit. Na kolon¢
Acquity UPLC HSS T3 C18 dochézi k jejich separaci dle snizujici se polarity zvySovanim
podilu acetonitrilu (viz. Obr. 45 a 46). Tento typ kolony obsahuje ,,velmi silné ¢astice
silikagelu® (high strenght silica), které odolavaji kyselé¢ hydrolyze a zajistuji dlouhou
zivotnost kolony. Dale zajistuje tzv. T3 vazbu vyuzivajici trifunkéni C18 alkylovou fazi,
ktera podporuje retenci polarnich latek a je kompatibilni s vodnou mobilni fazi. Navic T3
,end-capping® je vice efektivni nez tradi¢ni trimethylsilanovy (TMS). Tato kombinace
T3 vazby a end-cappingu zvySuje zivotnost, selektivitu a stabilitu kolony a zlepSuje tvar
piku. Chuang et al. (2009) provedli analyzu acetoacetatu, pyruvatu a dalSich ptibuznych
latek a kvili vysoké polarité, hydrofilité a slabé retenci téchto latek na reverzni fazi bylo
nutné je derivatizovat a extrahovat pro zlepseni podminek pro MS analyzu, nebo byly
separovany na HILIC koloné (Inoue et al., 2016).

VétSina metaboliti  analyzovanych touto metodou vykazuje nejvyssi odezvu
V negativnim modu, coZ je ocekavatelné vzhledem k povaze organickych kyselin.
V pozitivnim modu maji pak nejvyssi odezvu latky obsahujici dusik (vyjimkou tvoii
acylglyciny, které maji lepsi odezvu v negativnim modu), nebo nékteré latky obsahujici
systém m-elektronti (napt. fenyloctova kyselina). Kalibrac¢ni kiivky byly vyhodnoceny
celkem pro 140 metabolitd, jejichz korela¢ni koeficienty nabyvaly hodnot r>0,98.
Metabolity C16 hexadekanoyl-L-karnitin, C16-OH 3-hydroxyhexydeknoyl-L-karnitin,
C18 oktadekanoyl-L-karnitin, C18-OH 3-hydroxyoktadekanoyl-L-karnitin,
3,4- dihydroxymandlova k., 2,5-dihydroxybenzoat (gentisat), 2,5-dihydroxyfenylacetat
(homogentisat), sukcinylaceton, acetoacetat, 2-oxoisokaproat a 4-hydroxyglutamat
vykazovaly tyto hodnoty niz§i. Karnitiny C16, C16-OH, C18 a C18-OH jsou tvofeny
dlouhym nepolarnim fetézcem a eluuji se z kolony jako jedny z poslednich, coz by mohlo
mit vliv na jejich kvantifikaci.

V porovnani s LC-QTOF metodou Korver-Keularts et al. (2018) tato metoda vykazuje
lepsi citlivost, kdy u 105 metaboliti je LOQ <1 pmol/l. Dokonce pro acylkyrnitiny neni
ojedinglé, Ze je tento limit fadové 1072-10° pumol/l. Pro dalsich 26 metabolitii se LOQ
pohybuje mezi 1-10 pmol/l a u 5 metaboliti se tento limit pohybuje od 10-50 umol/l.
Autofi tohoto ¢lanku uvadi, Ze pro 3 metabolity byla hodnota LOQ pomérné vysoka,
konkrétné 4-hydroxybutarat (18 pmol/l), malonat (21pmol/l) a acetoacetat (69 pmol/l).
Néami vyvinutd LC-MS metoda posouva tyto LOQ podstatné niz, konkrétné pro malonat
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(0,72 pmol/1), 4-hydroxybutyrat (1,63 pumol/l) a acetoacetat (33,40 umol/l), ktery ma
tento limit pomérné vysoky kviili vysoké intenzité Sumu, ale tato hodnota LOQ se nachazi
na rozmezi mezi fyziologickou a patologickou hodnotou, a tak je mozné rozpoznat jiz
mirné zvySeni acetoacetatu od fyziologickych hodnot. Pro 3 metabolity, konkrétné
sukcinylaceton, N-acetylasparat a 2-oxoglutarat se tyto hodnoty nepodafilo vypoditat.
Sukcinylaceton ma vysokou hodnotu Sumu, a tak je obtizné¢ detekovatelny. Pro analyzu
N-acetylasparatu a 2-oxoglutaratu bylo kviili vysoké intenzité¢ standardii nutné upravit
hodnoty kolizni energie, konkrétné byly zvySeny o 15 eV pro sniZeni citlivosti. Tato
uprava byla pro tyto dva metabolity nejspiSe prili§ vysoka a citlivost odezvy tak byla
velmi mala. U téchto dvou metabolitd bude potieba CE optimalizovat, coz bude otazkou
dalSiho badani. Veskeré hodnoty LOD a LOQ pro vSechny metabolity jsou uvedeny
Vv priloze 3.

Vzhledem ke komplexnosti vyvinuté metody se nepodatila dokoncit Uiplné validace
zahrnujici mimo provedeného nepiesnost, spravnost, opakovatelnost, dlouhodoba
stabilita a dalsi.

Obecné vétSina oxokyselin vykazovala slabou odezvu standardu (S/N <189),
vyjimkou byl pyroglutamat, fenylpyruvat a 4-hydroxy-2-oxoglutarat. Nizkou odezvu,
atedy i vySsi hodnoty LOD a LOQ vykazovaly oxokyseliny: glyoxylat, acetoacetat,
2-oxobutyrat a oxaloacetat. Pro analyzu oxokyselin je nejcastéji vyuzivana derivatizace
kvili nizké stabilité téchto kyselin a také pro zlepseni podminek pro MS analyzu (Peng
et al., 2016; Noguchi et al., 2014; Olson et al., 2013). Piipadné byly tyto kyseliny
separovany pomoci HILIC kolony (Inoue et al., 2016; Sriboonvorakul et al., 2013). Peng
etal., 2016 navic stanovovali stabilitu pyruvatu a acetoacetatu ve vzorcich krevnich skvrn
a také samotnych standardi. Jako nejstabilnéjsi teplota pro skladovani standardu pyruvatu
se jevila teplota +4 °C, -80 °C a pokojova teplota, pro standard acetoacetatu pak +4 °C
a -80 °C. Tento fakt upln¢ nekoresponduje s naSimi vysledky, jelikoZ pii -80 °C byla
stabilita acetoacetatu nejniz$i. Stabilita téchto dvou oxokyselin byla stanovena také
V matrici za rtznych podminek, po pfidavku antikoagulantd, s precipitaci a bez
precipitace krevnich proteinii. Po pfidavku antikoagulanti NaF, heparinu a citratu
sodného dochéazelo postupné k poklesu koncentrace pyruvatu za vSech teplot, naopak
acetoacetat byl relativné stabilni za vSech podminek. Autofi to vysvétluji tim, Ze krevni
hladiny acetoacetatu se enzymaticky neménily, jelikoz metabolismus ketolatek probiha
vV mitochondriich (Laffel, 1999), které v krvi nejsou ptitomny. Stru¢né fe¢eno, precipitace

proteinu v krvi v kombinaci s nizkou skladovaci teplotou (-20 °C) by mohla u¢inné
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zachovat integritu pyruvatu ptred méfenim, ale vysraZzeny protein urychlil degradaci
acetoacetatu. Izolaci supernatantu doslo ke zpomaleni degradace acetoacetatu, coz
umoznilo skladovani vzorki supernatantt pii - 20 °C po dobu 10 dnii.

U pacientky s methylmalonovou acidémii (P10) byla pozorovana zvysena koncentrace
mnoha metabolitl, nejdulezitéjsSim je ovSem methylmalonova kyselina. MMA
znemoznuje pteménu propionyl-CoA na sukcinyl-CoA, a tak dochazi k jeho akumulaci,
ktera je navic podpofena sekundarni inhibici propionyl-CoA karboxylasy (EC 7.2.4.3)
propionyl-CoA a jeho metabolity. Za téchto podminek jsou aktivovany minoritni
metabolické drahy propionyl-CoA, jeho B-nebo w-oxidaci vznika 3-hydroxypropionat.
Dale kondenzaci oxaloacetatu a propionyl-CoA vznika 2-methylcitrat, jehoz akumulace
v mitochondriich zpiisobuje inhibici citratového cyklu a vede k hypoglykémii a produkci
ketolatek (Cheema-Dhadli et al., 1975; Villani et al., 2017). Jeden z efektii v patogenezi
MMA je ztrata dalezité anaplerotické drahy citratového cyklu kvuli zablokovani jednoho
z kone¢nych kroki propionatového metabolismu, prostfednictvim propionyl-CoA a jeho
metabolitu methylmalonyl-CoA je sukcinyl-CoA pohanén do citratového cyklu, coz
piedstavuje zna¢né mnozstvi celkové produkce ATP (Brunengraber a Roe, 2006). Navic,
deficience  syntézy  sukcinyl-CoA  spole¢né  sinhibici  mitochondridlniho
dikarboxylatového pfenaseCe vyvolanou methylmalonyl-CoA zpiisobuje pokles
glukoneogeze a syntézy hemu za zvySovani koncentrace glycinu mize pfispivat K ristové
retardaci a neurologickym abnormalitam (Mirandola et al., 2008; Bicakci, 2015). MMA
je také spojena s deficienci dychaciho fetézce a tvorbou megamitochondrii (De Keyzer
etal.,, 2009; Zsengellér et al., 2014) a také zménou v energetickém metabolismu
mitochondrii (Melo et al., 2011; Wajner a Goodman, 2011). Studic na lidech a mySich
také ukazaly bunécné specifickou mitochondridlni patologii, primarné v proximalnich
tubulech ledvin, ktera je spojena s deficienci cytochrom c oxidasy (EC 1.9.3.1) a zvysené
koncentrace markeri oxida¢niho stresu v mo¢i a plasmé (Zsengellér et al., 2014; Manoli
et al., 2013).

Zajimavym nalezem u pacientky s MMA byla vys§i piitomnost kyseliny
3- methyladipové. 3-methyladipova kyselina vznika rozkladem kyseliny fytanové. Je
odvozena od fytolu, tedy postranniho fetézce chlorofylu (Willstétter et al., 1911), ktery
je vtéle prezvykavcld uvoliovan pomoci mikroorganismt Zijicich v jejich
gastrointestinalnim traktu (Patton a Benson, 1966). Do lidského téla se dostava potravou
z mléénych vyrobki a tukt prezvykavci. Vzhledem k methylovym skupindm na

uhlikovém fetézci je znemoznéna jeji degradace B-oxidaci, a tak je v téle odbourdvana
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a-oxidaci (Avigan etal., 1966), v mensi mife také w-oxidaci, pfi které je finalnim
produktem pravé 3-methyladipova kyselina, ktera je vylu¢ovana moc¢i (Wanders et al.,
2001; Wierzbicki etal., 2002). Porucha a-oxidace fytanové kyseliny je zplsobena
peroxisomalni poruchou nazyvanou Refsumova choroba, pfi které je kyselina fytanova
degradovana pouze w-Oxidaci a aktivita této drahy je pfiblizné dvojnasobna oproti
normalu (Wierzbicki et al., 2002). Ptitomnost 3-methyladipatu u pacientt
s methylmalonovou acidémii nebyl prozatim blize zkouman. Jakobs et al. (1984) provedli
analyzu moci a plodové vody pacientd s PA a MMA, piicemz identifikovali nékolik
methylovanych dikarboxylovych kyselin. Jendou z nich byla i 3-methyladipova kyselina.
Methylované mastné kyseliny s lichym po¢tem uhlikt byly také identifikovany v lipidech
pacienti s MMA (Kishimoto et al., 1973). Piedpokladalo se, Ze vznikly nahrazenim
methylmalonyl-CoA za malonyl-CoA v reakcich syntetizovanymi synthasou mastnych
kyselin. Nasledna m-oxidace methylovanych mastnych kyselin by vedla k methylovanym
dikarboxylovym mastnym kyselinam, které byly v této studii vice zastoupeny v plodové
vodé a moci pacientli s propionovou acidémii nez s MMA. To vylucuje, Ze by tyto
methylované kyseliny byly odvozeny od methylmalonyl-CoA jako prekurzoru
methylovanych dikarboxylovych kyselin, protoze pacienti s propionovou acidémii nejsou
schopni karboxylovat propionyl-CoA na methylmalonyl-CoA. Pacientka s MMA obecné
vykazovala zvySené koncentrace mnoha metabolitl, pfi¢emz bylo mozné pozorovat
vyvoj vzhledem k3 po sobé jdoucich odbért. V jeji moci byly nalezeny vysoké
koncentrace 2-hydroxy a 2-oxokyselin, které jsou typické pro MSUD. Tato dvé
onemocnéni postihuji degradaci valinu, leucinu a isoleucinu a je mozné, ze se pacientka
s MMA nachazela ve stavu metabolick¢ dekompenzace. To je stav, kdy selhavaji
kompenzacni mechanismy, které udrzuji onemocnéni v piijatelnych mezich a zvySuje se
katabolismus. Tyto dekompenzace jsou Zivot ohrozujici ataky, byva nutna hospitalizace
pacienta, pti které je mu oralné ¢i intravenézné podavana glukosa, pozastaven piijem
proteind a je nutna detoxikace naakumulovanych metabolitd pomoci 1é¢iv (L-karnitin,
benzoat sodny) ¢i pomoci dialyzy (Zwickler et al., 2012).

Pacient postizeny leucinézou (MSUD) (P15) mél vysoky obsah 2- oxoisokaproatu,
2-hydroxyisokaproatu a 2-hydroxyisovaleratu, coz je typickym znakem MSUD,
vzhledem k tomu, Ze je narusen druhy krok degradace aminokyselin s rozvétvenym
fetézcem, a to dehydrogenasovy komplex aminokyselin s rozvétvenym fetézcem
(EC 1.2.4.4). Vnika tak velké mnozstvi 2-oxokyselin, které jsou redukovany na

odpovidajici 2-hydroxykyseliny pravdépodobné lakttadehydrogenasou (EC 1.1.1.27)
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(Mamer, 2017). Pfi tomto onemocnéni dochézi k poskozeni mozku, které muze byt
zpusobeno jeho zanétem, ktery je pravdépodobné vyvolan zménou koncentrace BCAA
a permeability hematoencefalické bariéry (Villani et al., 2017). Leucin a piibuzné
metabolity také mohou hrat roli v propustnosti jinych aminokyselin pfes tuto bariéru, coz
ma za nasledek snizenou koncentraci dilezitych aminokyselin pro mozek s neptiznivymi
ucinky na rist mozku a syntézu a funkci neurotransmiter (Killian a Chinkale, 2001).
Také se ukazalo, ze MSUD narusuje energeticky metabolismus neurond, 2-oxoisokaproat
se ukazuje jako zhase¢ oxidativni fosforylace a spolu s leucinem je inhibitorem Krebsova
cyklu (Amaral et al., 2010). BCAA se také ukazaly jako signifikantni inhibitory
kreatinkinasy (EC 2.7.3.2) v kife krysich mozku (Pilla et al., 2003) a také fibroblasty
pacientll s MSUD vykazovaly znacné poskozeni mitochondrialni a jaderné DNA, coz
vedlo k dysfunkci mitochondrii (Strand et al., 2014).

U pacientu s glutarovou aciduii typu 1 (P27 a P28) byly nalezeny vysoké koncentrace
glutarylglycinu, glutarylkarnitinu, glutaratu a 3-hydroxyglutaratu. Pfi tomto onemocnéni
se Vv téle hromadi glutaryl-CoA, ktery je za ucasti karnitinacyltransferasy (EC 2.3.1.137)
esterifikovan na glutarylkarnitin, ktery je z téla vyloucen, coz ovSem vede k sekundarni
karnitinové deficienci (Hoffmann a Kolker, 2016). Predpoklada se, Ze tvorba
3- hydroxyglutaratu probiha z glutaryl-CoA ve dvou krocich pies glutakonyl-CoA
pomoci enzymu f-oxidace MK. Glutaryl-CoA muzZe byt pieveden na glutakonyl-CoA
pomoci acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se stfedné¢ dlouhym fetézcem
(EC 1.3.8.7), s mensi aktivitou pak i pomoci acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin
s kratkym (EC 1.3.8.1) a dlouhym (EC 1.3.8.8) fetézcem (Peters et al., 2019). Nasledna
konverze na 3-hydroxyglutaryl-CoA probiha pies 3-methylglutakonyl-CoA hydratasu
(EC 4.2.1.18) (Mack et al., 2006). Mechanismy, kterymi dochazi k poskozeni
specifickych mozkovych struktur jsou pfedmétem mnoha hypotéz. Nejvice opodstatnéné
dikazy ukazuji na naruseni metabolismu v mozkové tkani vyvolané akumulaci kyselin
glutarové  a 3- hydroxyglutarové a  glutaryl-CoA.  Glutaryl-CoA  inhibuje
2- oxoglutaratdehydrogenasovy komplex (EC 1.2.4.2), glutarovd kyselina naruSuje
Clunek dikarboxylovych kyselin mezi astrocyty a neurony a u 3-hydroxyglutarové
kyseliny se pfedpoklada, ze slabé aktivuje glutamatovou neurotransmisi (Sauer et al.,
2005; Sauer et al., 2006). Akumulace téchto udajnych neurotoxind v mozku je usnadnéna
slabou permeabilitou hematoencefalické bariéry pro dikarboxylové kyseliny, coz

zpusobuje zachyceni téchto metaboliti v mozku (Sauer et al., 2006). Pfredpoklada se, ze
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narusena mozkova hemodynamika pfispiva k metabolické toxicit¢ tohoto onemocnéni
(Strauss et al., 2010).

B-ketothiolasova deficience je zptisobena deficienci tohoto enzymu, jinak nazyvaného
acetoacetyl-CoA thiolasa (EC 2.3.1.9) postihujici metabolismus ketolatek a degradaci
isoleucinu. Jsou dulezitym zdrojem energie pro mnoho tkani za nedostatku glukosy,
predevsim mozek. Pii degradaci isoleucinu je tento enzym zodpovédny za thiolysu
2- methylacetoacetyl-CoA na acetyl-CoA a propionyl-CoA. Tomuto kroku ptedchazi 2
reverzibilni reakce, a tedy konverze tiglyl-CoA na
2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA-enoyl-CoA-hydratasou (EC 4.2.1.17) a dale na
2- methylacetoacetyl-CoA  3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasou  (EC  1.1.1.35).
U pacientky s tuto chorobou (P30) byly nalezeny vysoké koncentrace tiglylglycinu, ktery
vznika konjugaci glycinu a tiglyl-CoA za tG¢asti mitochondrialni glycin N-acylasy. V jeji
moc¢i byla nalezena také vysokd koncentrace 3-methylkrotonylkarnitinu, ktery je
metabolitem degradace leucinu, bohuzel jsem nedohledala publikaci, ktera by jeho
zvySenou  pfitomnost vysvétlovala. Tato moc¢ také vykazovala absenci
2- methylacetoacetatu, ktery je typickym biomarkerem tohoto onemocnéni. Jednim
Z moznych vysvétleni mize byt Spatnad optimalizace MRM piechodu tohoto analytu,
vzhledem k tomu, Ze nebyl k dispozici Cisty standard této latky, ale tento MRM piechod
byl optimalizovan ze vzorku pacienta anebo nizka citlivost systému, coz bude pfedmétem
dalsiho vyzkumu.

Pritomnost vysoké koncentrace kyseliny vinné u pacienti je s nejvetsi
V hroznech a jejich zpracovanim poté ve vin€. Pouziva se jako aditivum v potravinach
pro svou kyselou chut’ a také jako antioxidant (Regueiro et al., 2014). Je analogem malatu
a inhibitorem fumarasy (E.C. 4.2.1.2), ktera katalyzuje pfeménu malatu na fumarat
potravin. Dal$im moznym zdrojem kyseliny vinné mohou byt kvasinky rodu
Saccharomyces pfitomné ve stievech nebo mocovém méchyfi, jeji vysoké koncentrace
byly také nalezeny u déti s autismem (Shaw et al., 1995) a neni znamo, ze by tato latka
byla spojovana s dédi¢nym metabolickym onemocnénim.

Mo¢ mnoha pacientl obsahovala zvySené koncentrace ketolatek, pifedevs§im
3-hydroxybutyratu a acetoacetatu. Ketoza je velmi béZna u déti a je spojena s hladovénim,
diabetem, zvracenim a poruchami s nakladanim glykogenu. Vznikaji v jatrech oxidaci

mastnych kyselin zacetyl-CoA za vzniku acetoacetatu, znéj potom vznika
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3-hydroxybutyrat a aceton. Ketdza je velmi bézny nalez v détstvi, defekty kelolyzy jsou
velmi vzacné a ketonurie u nemocného novorozence nemusi vzdy znamenat primarni
metabolickou poruchu (metagene.de). Laktatova acidéza byva primarné zpusobena
defekty v metabolismu pyruvatu nebo dychaciho fetézce, ale neni neobvykla ani u dalsich
metabolickych poruch, jako jsou organické acidémie, poruchy mocovinového cyklu
a poruchy oxidace mastnych kyselin (Shah, 2017). 2-hydroxybutarat je Casty nalez
U pacienti s ketoacidézou a  laktdtovou acidézou. Vznikd za katalyzy
laktatdehydrogenasou (EC  1.1.1.27) nebo  2-hydroxybutyratdehydrogenasou
(EC 1.1.99.6) z 2-oxobutyratu, ktery je produkovan katabolismem methioninu
a threoninu a anabolismem glutathionu (Gall et al., 2010). Pfi oxida¢nim stresu nebo pfi
podavani xenobiotik se vyrazné zvySuje produkce glutathionu, a tim i exkrece
2- hydroxybutyratu do moci. Je to také marker insulinové rezistence a zhorSené regulace
glukosy, ktera se objevuje v diisledku zvysSené oxidace lipida a oxida¢niho stresu (Gall
etal.,, 2010). Zvysené koncentrace 2-hydroxybutyratu byly také nalezeny v plasmé
pacientt s diabetem 2. typu (Li et al., 2009).

U dalsich pacientl byly nalezeny také zvySené koncentrace urcitych metabolitt, které
ale jednozna¢né¢ neukazuji na onemocnéni DMP, coZ potvrdila i rutinni GC-MS metoda.
Je tedy pravdépodobné, ze zvysSené hladiny téchto metabolitli byly zptsobeny jinymi
vlivy, nez jsou DMP.
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6 ZAVER

V teoretické casti této prace byla vypracovana literarni resSerSe shrnujici dosavadni
poznatky o dédiénych poruchich metabolismu se zaméfenim na organické acidémie,
moznosti diagnostiky téchto onemocnéni a soucasny stav analyzy organickych kyselin
Vv biologickych vzorcich.

V praktické Casti byla optimalizovana metoda na zékladé kapalinové chromatografie
ve spojeni s hmotnostni detekci pro 151 metabolitl pokryvajici velmi Sirokou Skalu
organickych acidémii. Tato metoda vykazuje velmi dobrou citlivost a selektivitu spolu
s velkym linearnim rozsahem, bylo mozné také separovat, ptipadné nalézt specifické
ptechody, a tak jednoznacné identifikovat veskeré izomery. Byla také stanovena stabilita
vybranych oxokyselin za riiznych podminek skladovéani, pficemz obecné se jako
nejvhodnéjsi teplota pro skladovani vzorkli moci jevi teplota -80 °C, naopak pro
skladovani vodnych roztoku standarda +4 °C. Byla také provedena analyza vzorkd moci
nov¢é vyvinutou LC-MS metodou pro ucel diagnostiky DMP, pti¢emz se podafilo na
zéklad¢ zvySenych koncentraci specifickych metaboliti jednoznaéné odhalit pacienty
s methylmalonovu acidémii, leucindzou, glutarovou acidurii typu I a 3-ketothiolasovou
deficienci.

Déle by méla byt provedena celkova validace této LC-MS metody, analyza dalSich

typt biologickych vzorkl a ovéfeni optimalizace piechodu pro methylacetoacetat.
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methylmalonova acidémie/acidurie
deuterovand methylmalonové kyselina
angl. multiple reaction monitoring
nemoc javorového sirupu; leucindza
mitochondrialni trifunkéni protein
deficience mitochondrialniho trifunkéniho proteinu
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fenylalaninhydroxylasa

peroxin

primarni hyperoxalurie 1
fenylketonurie

1zotopove znacena kyselina pipekolova
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deficience acyl-CoA-dehydrogenasy mastnych kyselin
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Deficience
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angl. selected ion monitoring

chromatogram celkového souboru iontti (angl. total ion current)

trimethylchlorosilan

trimethylsilyl

deficience acyl-CoA-dehydrogenasy mastnych kyselin s velmi dlouhym

fetézcem
Zellwegeruv syndrom
vstupni potencial
kolizna energie

potencial na konci kolizni cely
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9 PRILOHY

Ptiloha 1 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklastera¢nich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v -MRM modu.

Q1 Q3 RT ID V\leanl\(;lw Primary | Treshold V[\)/Z\i/gut DP EP CE CXP
144.917 59 7.19 3MG_1 120 1 10000 1 -70 -10 -30 -7
144.917 85 7.19 3MG_2 120 1 10000 1 -70 -10 -24 -9
144.914 83 7.15 Adip+3MG 120 1 10000 1 -35 -10 -18 -9
144,914 80.9 7.1 Adip_specif 120 1 10000 1 -35 -10 -26 -9
142.893 98.9 7.4 3-MGC_1 120 1 10000 1 -5 -10 -10 -11
142.893 55.1 7.4 3-MGC_2 120 1 10000 1 -5 -10 -20 -7
160.888 98.9 4.05 3-OH-3-MG_1 120 1 10000 1 -25 -10 -16 -11
160.888 57 4.05 3-OH-3-MG_2 120 1 10000 1 -25 -10 -22 -7
116.921 58.9 5.66 3-OHIV+3-OHV(6.12) 120 1 10000 1 -25 -10 -14 -7
116.899 58.9 6.12 3-OHV (2.pik) 120 1 10000 1 -25 -10 -14 -7
116.921 71 6.49 2-OHIV 120 1 10000 1 -15 -10 -16 -9
116.921 45 6.49 2-OHIV 120 1 10000 1 -15 -10 -16 -20
104.878 74.9 1.08 Glyceric_1 120 1 10000 1 -25 -10 -16 -9
104.878 57 1.08 Gylceric_2 120 1 10000 1 -25 -10 -18 -11

88.919 43 1.72 Lactic_a 120 1 10000 1 -5 -10 -14 -19
88.919 41 1.67 Lactic_a+b 120 1 10000 1 -5 -10 -32 -17
88.898 59.1 1.62 Lactic_b 120 1 10000 1 -5 -10 -14 -5
190.854 86.9 2.71 Citric 120 1 10000 1 -20 -10 -24 -9
190.854 110.9 2.05 Isocitric+Citric 300 1 10000 1 -20 -10 -16 -13
190.874 117 1.42 Isocitric 120 1 10000 1 -5 -10 -20 -13
172.877 85 3.36 Aconitic_Al 120 1 10000 1 -10 -10 -16 -9
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Pfiloha 1 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklastera¢nich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v -MRM modu pokracovani.

Q1 Q3 RT ID V\wrill\(;lw Primary | Treshold V[\)/Z\i/gut DP EP CE CXP
172.877 85 4.79 Aconitic_B1 120 1 10000 1 -10 -10 -16 -9
172.877 128.9 3.36 Aconitic_A2 120 1 10000 1 -10 -10 -12 -15
172.877 128.9 4.79 Aconitic_B2 120 1 10000 1 -10 -10 -12 -15
116.894 98.9 3.03 Succinic 120 1 10000 1 -50 -10 -16 -11
116.879 55 3.77 Methylmalonic 120 1 10000 1 -5 -10 -32 -20
116.879 72.9 3.4 Succ+MMA 300 1 10000 1 -5 -10 -12 -9

74.888 45 1.07 Glycolic 120 1 10000 1 -25 -10 -14 -20
74.888 74.888 1.07 Glycolic_SIM 120 1 10000 1 -25 -10 -5 -10
114.853 70.9 1.82 Maleic 120 1 10000 1 -5 -10 -14 -11
114.854 71 2.37 Fumaric 120 1 10000 1 -5 -10 -14 -11
160.844 115 2.38 Fum-FA 120 1 10000 1 -5 -10 -10 -13
132.852 114.9 1.11 Malic_1 120 1 10000 1 -5 -10 -14 -13
132.852 73 1.11 Malic_2 120 1 10000 1 -5 -10 -22 -9
130.905 86.9 5.7 Glu+MeSucc+tEMA 300 1 10000 1 -5 -10 -12 -11
130.905 54 6.25 EMA 120 1 10000 1 -5 -10 -42 -20
130.909 113 5.96 MeSucc 120 1 10000 1 -15 -10 -14 -13
130.91 69 5.1 Glutar 120 1 10000 1 -20 -10 -20 -7
102.842 41.1 1.24 Malonic_1 120 1 10000 1 -5 -10 -34 -19
102.842 59 1.24 Malonic_2 120 1 10000 1 -5 -10 -14 -7
146.887 84.9 2.13 2-OHG+3-OHG+citramal 300 1 10000 1 -20 -10 -18 -11
146.875 128.9 1.68 2-OHG 120 1 10000 1 -25 -10 -14 -15
146.88 43 1.87 3-OHG 120 1 10000 1 -5 -10 -32 -19
146.887 86.9 2.57 Citramalic 120 1 10000 1 -20 -10 -18 -11

123



Ptiloha 1 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklastera¢nich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v -MRM modu pokracovani.

Q1 Q3 RT ID V\wrill\(;lw Primary | Treshold V[\)/Z\i/gut DP EP CE CXP
172947 | 111 | 1047 Suberic_1 120 1 10000 1 40 | -10 220 13
172947 | 83 | 1047 Suberic_2 120 1 10000 1 40 | -10 26 9
200953 | 139 | 1217 Sebacic_1 120 1 10000 1 50 | -10 22 15
200953 | 111 | 1247 Sebacic_2 120 1 10000 1 50 | -10 26 13
130.935 | 85 9.09 2-0HIC_1 120 1 10000 1 30 | -10 18 9
130935 | 689 | 9.09 2-OHIC_2 120 1 10000 1 30 | -10 28 9
180.866 | 1219 | 9.2 HVA 120 1 10000 1 25 | -10 18 13
226882 | 1219 | 9.2 HVA-FA 120 1 10000 1 5 10 28 13

10688 | 1369 | 522 VMA _1 120 1 10000 1 25 | -10 28 15
10688 | 1379 | 522 VMA 2 120 1 10000 1 25 | -10 16 15
204878 | 1249 | 41 MeCit_AL 120 1 10000 1 15 | -10 18 13
204878 | 1249 | 571 MeCit_B1 120 1 10000 1 15 | -10 18 13
204878 | 71 41 MeCit-A2 120 1 10000 1 15 | -10 24 9
204878 | 71 5.71 MeCit-B2 120 1 10000 1 15 | -10 24 9
210907 | 1499 | 825 Vanillactic_1 120 1 10000 1 85 | -10 28 17
210907 | 1339 | 825 Vanillactic_2 120 1 10000 1 85 | -10 26 15
102873 | 849 | 213 4-OH-but 120 1 10000 1 25 | -10 14 9
102.88 a1 2.67 3-OH-but 120 1 10000 1 70 | -10 32 19
102882 | 729 | 2.96 3-OH-isobut 120 1 10000 1 20 | -10 14 11
102881 | 41 2.92 2-OHIB 120 1 10000 1 40 | -10 32 9
102877 | 57 307 | 2OHbut(2pikza2-OH- | 4, 1 10000 1 25 | -10 16 7
ibut 2.92)
132.907 | 709 | 1.86 2.3-diOH-2Mbut 120 1 10000 1 30 | -10 220 9
132.907 | 89 1.86 2,3-diOH-2Mbut 120 1 10000 1 30 | -10 16 11
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Pfiloha 1 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklastera¢nich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v -MRM modu pokracovani.

Q1 Q3 RT ID V\wrill\(;lw Primary | Treshold V[\)/Z\i/gut DP EP CE CXP

118.89 59 1.1 3,4-diOHbut 120 1 10000 1 -15 -10 -14 -7
118.883 47.1 1.36 2,3-diOHbut 120 1 10000 1 -30 -10 -18 -7
118.886 99 15 2,4-diOHbut 120 1 10000 1 -20 -10 -18 -11
115.887 74 1.43 AcGly 120 1 10000 1 -15 -10 -14 -9
129.913 74 2.66 ProGly 120 1 10000 1 -25 -10 -14 -9
143.935 74 5.87 BuGly 120 1 10000 1 -20 -10 -16 -9
143.924 73.9 5.66 IBuGly 120 1 10000 1 -50 -10 -16 -9
157.932 74 7.94 ValGly 120 1 10000 1 -30 -10 -16 -9
157.936 74 7.38 IvaGly 120 1 10000 1 -35 -10 -16 -9
157.933 73.9 7.13 2-MeBuGly 120 1 10000 1 -40 -10 -16 -9
171.952 74 10.41 HexGly 120 1 10000 1 -30 -10 -18 -9
174.929 76.9 10.41 C13N15 HexGly 120 1 10000 1 -40 -10 -18 -9
185.945 74 11.81 HepGly 120 1 10000 1 -30 -10 -18 -9
155.926 74 7.4 3-MCGly 120 1 10000 1 -25 -10 -16 -9
155.921 73.9 7.23 TiGly 120 1 10000 1 -35 -10 -14 -9
205.919 73.9 10.98 PheProGly 120 1 10000 1 -40 -10 -18 -9
229.956 73.9 8.7 SuberylGly 120 1 10000 1 -55 -10 -22 -9
180.885 162.9 7.44 4-HPL 120 1 10000 1 -35 -10 -18 -17
180.885 133.9 7.43 4-HPL 120 1 10000 1 -35 -10 -34 -15
287.972 81 6.42 Adipoyl-Car 120 1 1000 1 -45 -10 -54 -9
287.983 85 6.47 3MG-Car_A 120 1 1000 1 -50 -10 -40 -9
287.983 85 6.59 3MG-Car_B 120 1 1000 1 -50 -10 -40 -9
158.906 81 8.65 3-methyladipic 120 1 10000 1 -30 -10 -28 -9
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Ptiloha 1 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklastera¢nich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v -MRM modu pokracovani.

Q1 Q3 RT ID V\wrill\o/lw Primary | Treshold V[\)Iz\ilge}ut DP EP CE CXP
158.91 68.9 8.75 pimelic 120 1 10000 1 -30 -10 -30 -9
158.906 97.1 8.7 3-methyladip+pimelic 300 1 10000 1 -30 -10 -18 -11
186.933 124.9 115 Azelaic 1 120 1 10000 1 -50 -10 -20 -13
186.933 97 11.5 Azelaic 2 120 1 10000 1 -50 -10 -26 -11
158.962 41 11.98 3-OH-octanoic_1 120 1 10000 1 -30 -10 -48 -19
204.926 159 11.98 3-OH-octanoic_FA 120 1 10000 1 -10 -10 -10 -15
174.862 85 5.72 Glutaconic_A1l 120 1 1000 1 -5 -10 -12 -11
174.862 85 6.77 Glutaconic_B1 120 1 1000 1 -5 -10 -12 -11
174.862 41.2 5.72 Glutaconic_A2 120 1 1000 1 -5 -10 -26 -19
174.862 41.2 6.77 Glutaconic_B2 120 1 1000 1 -5 -10 -26 -19
148.873 43 0.9 tartaric_1 120 1 10000 1 -10 -10 -34 -9
148.873 86.9 0.9 tartaric_2 120 1 10000 1 -10 -10 -18 -11
216.946 157 10.34 3-OH-sebacic_1 120 1 10000 1 -5 -10 -20 -18
216.946 199 10.34 3-OH-sebacic_2 120 1 10000 1 -5 -10 -16 -18
120.902 101.9 2.6 D4-succinic_1 120 1 10000 1 -25 -10 -16 -16
120.902 76.9 2.6 D4-succinic_2 120 1 10000 1 -25 -10 -16 -10
119.904 75.9 3.28 D3-methylmalonic_1 120 1 10000 1 -5 -10 -14 -10
119.904 57.9 3.27 D3-methylmalonic_2 120 1 10000 1 -5 -10 -34 -14
186.962 58.9 13.49 3-OH decanoic_1 120 1 10000 1 -45 -10 -16 -8
186.962 41 13.49 3-OH decanoic_2 120 1 10000 1 -45 -10 -54 -18
162.833 117 2.58 D2-Fumaric-FA 120 1 10000 1 -15 -10 -10 -12
116.868 29.2 2.58 D2-Fumaric 120 1 10000 1 -50 -10 -20 -14
164.911 146.9 10.44 phenyllactic_1 120 1 10000 1 -15 -10 -16 -17

126




Pfiloha 1 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklasteracnich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v -MRM modu pokracovani.

Q1 Q3 RT ID V%%'X'W Primary | Treshold v[\)/z\i/glr:t DP EP CE CXP
164.911 103 10.44 phenyllactic_2 120 1 10000 1 -15 -10 -22 -11
166.896 120.9 571 3-OH-mandelic 120 1 10000 1 -10 -10 -22 -13
166.806 | 123 | 6.12 2,5-diOH-PheAc 120 1 | 10000 | 1 20 | 10 | -16 15

(homogentisic)
166.897 122.9 7.29 3,4-diOH-PheAc 120 1 10000 1 -5 -10 -12 -13
152.877 107.9 8.57 | 2,5-diOH-benzoic (gentisic) 120 1 10000 1 -20 -10 -28 -11
136.88 93 8.18 4-OH-benzoic 120 1 10000 1 -5 -10 -20 -11
150.908 106.9 7.95 mandelic_1 120 1 10000 1 -10 -10 -12 -13
196.871 151 7.95 mandelic_2 120 1 10000 1 -10 -10 -10 -9
150.903 107 9.79 2-HPA 120 1 10000 1 -10 -10 -18 -11
196.885 106.9 9.21 3-HPA 120 1 10000 1 -5 -10 -18 -11
150.907 78.9 8.66 4-HPA 120 1 10000 1 -25 -10 -24 -9
182.859 136.9 1.91 3,4-diOH-mandelic_1 120 1 10000 1 -15 -10 -20 -15
182.859 80.9 1.91 3,4-diOH-mandelic_2 120 1 10000 1 -15 -10 -38 -9
91.855 43.1 1.44 lactic C13_FA 120 1 10000 1 -5 -10 -34 -20
188.887 129.9 9.46 homovanillic C13 120 1 10000 1 -20 -10 -18 -16
234.905 129.9 9.46 homovanillic C13_FA 120 1 10000 1 -10 -10 -28 -14
207.857 127.9 4.54 2-methyl-d3-citric_1 120 1 10000 1 -30 -10 -18 -16
207.857 86.9 5.83 2-methyl-d3-citric_2 120 1 10000 1 -30 -10 -22 -10
144.744 100.9 1.57 2-oxoglutaric_1 120 1 10000 1 -50 -10 -12 -16
144.744 57 1.66 2-oxoglutaric_2 120 1 10000 1 -50 -10 -14 -8
158.855 59 3.17 2-oxoadipate 120 1 10000 1 -10 -10 -16 -8
174.885 128.9 9.28 2-oxoisocaproic 120 1 10000 1 -10 -10 -10 -14
72.874 45 0.78 glyoxylic 120 1 10000 1 -25 -10 -12 -20
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Ptiloha 1 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklastera¢nich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v -MRM modu pokracovani.

Q1 Q3 RT ID V\IXI ri}ll\cflw Primary | Treshold V[\)/Z\i/gut DP EP CE CXP
150.904 92.9 11.53 phenoxyAc 120 1 10000 1 -25 -10 -20 -14
162.895 91 10.05 Phepyryruvic_A 120 1 10000 1 -5 -10 -14 -10
162.895 91 10.8 Phepyruvic_B 120 1 10000 1 -5 -10 -14 -10
178.885 107 6.8 4-OH-PhePyr_A 120 1 10000 1 -20 -10 -12 -12
178.885 107 10.44 4-OH-PhePyr_B 120 1 10000 1 -20 -10 -12 -12
160.822 55 0.9 4-OH-2-oxoglut 120 1 10000 1 -5 -10 -18 -6

146.844 100.9 2.4 2-oxobutyric_FA 120 1 10000 1 -15 -10 -10 -10
132.826 86.9 1.15 pyruvic acid_1 120 1 10000 1 -15 -10 -10 -16
86.87 32 1.15 pyruvic acid_2 120 1 10000 1 -5 -10 -12 -14
176.749 130.7 0.9 oxaloacetate 120 1 10000 1 -85 -10 -26 -14
156.9 98.9 6.51 4,6-dioxohept 120 1 10000 1 -5 -10 -14 -14
115.1 71 5.6 MetAcAc 120 1 10000 1 -50 -10 -15 -10
188 74 411 GluGly 120 1 10000 1 -50 -10 -25 -10

59 42 2.6 Urea-neg 300 1 100000 1 -50 -10 -20 -7
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Ptiloha 2 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklastera¢nich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v +MRM modu.

Q1 Q3 RT ID V%%':)AW Primary | Treshold V[\)/Z\i/gut DP EP CE CXP
144,919 126.9 7.3 2-MGC_1 120 1 10000 1 1 10 9 20
144,919 99 7.3 2-MGC_2 120 1 10000 1 1 10 15 10
144.92 127 6.83 3-MGC_A1 120 1 10000 1 1 10 9 12
144.92 127 7.4 3-MGC_B1 120 1 10000 1 1 10 9 12
144,921 99 6.83 3-MGC_A2 120 1 10000 1 1 10 17 12
144,921 99 7.4 3-MGC_B2 120 1 10000 1 1 10 17 12
131.031 69.1 5 MVL_1 120 1 10000 1 1 10 13 8
131.031 43.1 5 MVL_2 120 1 10000 1 1 10 33 20
162.074 85 0.84 Co 120 1 10000 1 51 10 29 16
171.108 85.1 0.84 Car-D9 120 1 10000 1 51 10 29 16
204.174 84.9 1.93 C2 120 1 10000 1 51 10 27 16
207.117 85.1 1.93 C2-D3 120 1 10000 1 51 10 27 16
218.111 85 5.43 C3 120 1 10000 1 51 10 27 16
221.088 85.1 5.43 C3-D3 120 1 10000 1 51 10 27 16
248.004 85.1 1.3 C3DC malonyl 120 1 10000 1 51 10 27 10
248.004 59.6 1.3 C3DC malonyl_1 120 1 10000 1 51 10 47 8
232.121 85.1 6.78 C4 butyryl 120 1 10000 1 56 10 29 16
235.124 85 6.78 C4-D3-butyryl 120 1 10000 1 56 10 29 16
232.04 85 6.6 C4 isobut 120 1 10000 1 46 10 25 10
255.197 85 8.45 C5-D9-isovaleryl 120 1 10000 1 66 10 29 16
246.104 85.1 8.3 C5 2-M-but 120 1 10000 1 61 10 25 10
246.081 85 8.47 C5 Isovaleryl 120 1 10000 1 36 10 25 10
246.129 85 8.68 C5 Valeryl 120 1 10000 1 41 10 25 10
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Ptiloha 2 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklastera¢nich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v +MRM moédu pokracovani.

Q1 Q3 RT ID V%%':)AW Primary | Treshold V[\)/Z\i/gut DP EP CE CXP
276.141 85.1 5.74 C5DC glutaryl 120 1 10000 1 70 10 35 16
282.304 84.9 5.74 C5DC-D6-glutaryl 120 1 10000 1 70 10 35 16
244.046 85 7.89 C5:1 tigloyl 120 1 10000 1 36 10 25 10
244,059 85 8.01 C5:1 3-M-crot 120 1 10000 1 46 10 27 10
263.114 85.2 10.61 C6-D3 120 1 10000 1 51 10 31 16
260.102 85.1 10.61 C6 120 1 10000 1 51 10 31 16
276.031 85 7.47 C6-OH 120 1 10000 1 66 10 27 10
276.031 60 7.47 C6-OH_2 120 1 10000 1 66 10 21 8
290.101 111 6.38 C6DC adipoyl 120 1 10000 1 41 10 29 12
290.014 213 6.44 C6DC 3-M-glut-pikl 120 1 10000 1 51 10 23 12
290.015 213 6.55 C6DC 3-M-glut-pik2 120 1 10000 1 51 10 23 12
291.147 85.1 12.09 C8-D3 120 1 10000 1 72 10 34 16
288.188 85 12.09 C8 120 1 10000 1 72 10 34 16
286.094 85.1 11.87 C8:1 2-octenoyl 120 1 10000 1 51 10 27 10
318.058 139.1 8.94 C8DC suberoy! 120 1 10000 1 56 10 29 16
319.221 85 12.99 C10-D3 120 1 10000 1 79 10 38 16
316.221 85 12.99 C10 120 1 10000 1 79 10 38 16
314.124 85 12.8 C10:1 decenoyl 120 1 10000 1 101 10 27 10
346.072 85 11.05 C10DC sebacoyl 120 1 10000 1 66 10 33 10
344.219 85 13.81 C12 120 1 10000 1 81 10 41 16
347.219 85 13.81 C12-D3 120 1 10000 1 81 10 41 16
372.262 85 14.62 Cl4 120 1 10000 1 81 10 47 16
375.262 85 14.62 C14-D3 120 1 10000 1 81 10 47 16
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Ptiloha 2 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklastera¢nich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v +MRM moédu pokracovani.

Q1 Q3 RT ID V%%':)AW Primary | Treshold V[\)/Z\i/gut DP EP CE CXP
388.192 85 13.77 C14-OH 120 1 10000 1 86 10 31 10
400.272 84.9 15.41 C16 120 1 10000 1 90 10 47 16
403.272 84.9 15.41 C16-D3 120 1 10000 1 90 10 47 16
416.204 85 14.55 C16-OH 120 1 10000 1 96 10 31 10
428.287 85.2 16.16 C18 120 1 10000 1 105 10 51 16
431.287 85.2 16.16 C18-D3 120 1 10000 1 105 10 51 16
444,187 85.2 15.35 C18-OH 120 1 10000 1 91 10 33 10
448.191 85 15.09 C20:4 Arachidony!l 120 1 10000 1 71 10 63 10

137.01 91 11.47 Phe-acetic 120 1 1000 1 6 10 15 8

189.98 62 8.42 Kynurenic_1 120 1 10000 1 1 10 70 20

189.98 90 8.42 Kynurenic_2 120 1 10000 1 1 10 59 10
192.016 119 8.51 5-HIAA 1 120 1 10000 1 26 10 35 14
192.016 91 8.51 5-HIAA 2 120 1 10000 1 26 10 45 10
173.029 70.1 1.6 Glycyl-Proline_1 120 1 10000 1 1 10 31 8
173.029 116 1.6 Glycyl-Proline_2 120 1 10000 1 1 10 19 12
163.975 100 0.71 4-OH-glutamic 120 1 10000 1 16 10 21 12
163.975 73.9 0.71 4-OH-glutamic 120 1 10000 1 16 10 23 10
175.953 133.8 1.75 N-acetylaspartate_1 120 1 10000 1 11 10 13 16
175.953 87.8 1.75 N-acetylaspartate_2 120 1 10000 1 11 10 21 12
223.861 136 7.85 N-acetyltyrosine_1 120 1 10000 1 1 10 25 16
223.981 90.9 7.85 N-acetyltyrosine_2 120 1 10000 1 31 10 55 10
206.004 118.1 11.06 indollactic_1 120 1 10000 1 1 10 29 14
206.004 130 11.05 indollactic_2 120 1 10000 1 1 10 39 14
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Ptiloha 2 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklastera¢nich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v +MRM modu pokracovani.

Q1 Q3 RT ID V%%':)AW Primary | Treshold V[\)/Z\i/gut DP EP CE CXP

162.015 98 1 Aminoadipic_1 120 1 10000 1 1 10 21 12
162.015 55 1 Aminoadipic_2 120 1 10000 1 1 10 37 20
103.881 45 0.8 4-aminobutyric_1 120 1 10000 1 50 10 29 12
103.881 86.6 0.8 4-aminobutyric_2 120 1 10000 1 50 10 13 10
130.072 84.1 1.52 Pipecolic_1 120 1 10000 1 1 10 21 10
130.072 56.1 1.52 Pipecolic_2 120 1 10000 1 1 10 37 8
123.973 51.1 1.55 Picolinic_1 120 1 10000 1 86 10 47 20
123.973 78 1.55 Picolinic_2 120 1 10000 1 86 10 25 10
179.977 77.1 8.59 Hippuric_1 120 1 10000 1 41 10 43 12
179.977 105.1 8.59 Hippuric_2 120 1 10000 1 41 10 15 12
157.045 68 1.59 Orotic_1 120 1 10000 1 1 10 29 18
157.045 111 1.59 Orotic_2 120 1 10000 1 1 10 19 14
131.04 84.1 1.54 pipecolic C13 1 120 1 10000 1 1 10 21 10
131.04 56.1 1.54 pipecolic C13 2 120 1 10000 1 1 10 39 8
144,974 71 13.83 valproic 120 1 10000 1 1 10 15 8

113.9 86 3 creatinine 360 1 100000 1 46 10 15 10
102.801 43.1 2.3 acetoacetic 120 1 10000 1 1 10 15 20
129.992 84 2.48 pyroglutamic 120 1 10000 1 16 10 17 10
130.99 85 8.79 ethylacetoac_1 120 1 10000 1 61 10 13 10
130.99 43 8.77 ethylacetoac_2 120 1 10000 1 61 10 21 10
255.11 85 8.5 IsovalerylCar D9 120 1 10000 1 46 10 25 10

262.2 85 5.9 C5-OH 120 1 10000 1 60 10 30 16

248.2 85 3 C4-OH 180 1 10000 1 30 10 30 16

132




Ptiloha 2 Tabulka s finalni LC-MS metodou s udaji o prekurzorovém (Q1), produktovém (Q3) iontu, deklastera¢nich potencialech (DP), vstupnich potencialech
(EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP) pro metabolity detekované v +MRM moédu pokracovani.

Q1 Q3 RT ID V\wrij':)"w Primary | Treshold v[\)/rilglr:t DP EP CE CXP
172.933 155 2.51 hydantoin-5-PA_1 120 1 10000 1 1 10 11 18
172.933 | 84.1 2.51 hydantoin-5-PA_2 120 1 10000 1 1 10 19 10

61 44 2.6 Urea | 300 1 100000 1 100 10 26 13
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Ptiloha 3 Tabulka s idaji o intenzitach signalu standardu (S) ptislusné koncentrace (¢) a Sumu (N), vypocitané LOD a LOQ a korela¢ni koeficienty kalibraéni
kiivkypro kazdy metabolit spolu s daji o prislusné smési, hornim kalibra¢nim bodu a internim satndardu.

horni Korela¢ni
Nazev metabolitu smés | kalibra¢ni tnterni S N ¢ (uM) -oD o0 koeficient
bod (uM) standard (uM) (uM) r

Acetylglycin 1 5.00E+01 HGZ 6.71E+03 | 3.21E+02 | 9.77E-02 | 1.40E-02 | 4.66E-02 | 0.9949
Propinoylglycin 1 5.00E+01 HGZ 1.05E+04 | 1.32E+02 | 9.77E-02 | 3.70E-03 | 1.23E-02 | 0.9956
Butyrylglycin 1 5.00E+01 HGZ 1.45E+04 | 1.03E+02 | 9.77E-02 | 2.10E-03 | 6.90E-03 | 0.9995
Isobutyrylglycin 1 5.00E+01 HGZ 7.09E+03 | 2.23E+02 | 9.77E-02 | 9.20E-03 | 3.07E-02 | 0.9929
Valerylglycin 1 5.00E+01 HGZ 2.78E+04 | 4.16E+02 | 9.77E-02 | 4.40E-03 | 1.46E-02 | 0.9904
Isovalerylglycin 1 5.00E+01 HGZ 2.95E+04 | 1.77E+02 | 9.77E-02 | 1.80E-03 | 5.80E-03 | 0.9957
2-methylbutyrylglycin 1 5.00E+01 HGZ 1.20E+04 | 4.10E+02 | 9.77E-02 | 1.00E-02 | 3.32E-02 | 0.9950
Hexanoylglycin 1 5.00E+01 HGZ 5.15E+04 | 2.90E+02 | 9.77E-02 | 1.60E-03 | 5.50E-03 | 0.9992
Heptanoylglycin 1 5.00E+01 HGZ 1.82E+05 | 6.57E+02 | 9.77E-02 | 1.10E-03 | 3.50E-03 | 0.9962
3-methylcrotonylglycin 1 5.00E+01 HGZ 2.64E+04 | 3.76E+02 | 9.77E-02 | 4.20E-03 | 1.39E-02 | 0.9945
Tiglyglycin 1 5.00E+01 HGZ 2.55E+03 | 2.40E+02 | 9.77E-02 | 2.76E-02 | 9.18E-02 | 0.9925
Phenylpropinoylglycin 1 5.00E+01 HGZ 7.22E+04 | 1.25E+02 | 9.77E-02 | 5.00E-04 | 1.70E-03 | 0.9990
Suberylglycin 1 5.00E+01 HGZ 2.64E+04 | 3.18E+02 | 9.77E-02 | 3.50E-03 | 1.17E-02 | 0.9955
Glutarylglycin 1 5.00E+01 HGZ 2.88E+03 | 7.98E+01 | 9.77E-02 | 8.10E-03 | 2.71E-02 | 0.9889
CO0 L-karnitin 2 2.00E+01 lva-CarZ | 3.95E+03 | 2.14E+03 | 7.81E-02 | 1.27E-01 | 4.24E-01 | 0.9972
C10 dekanoyl-L-karnitin 2 1.00E+00 lva-CarZ | 6.21E+04 | 4.20E+02 | 2.00E-03 | 0.00E+00 | 1.00E-04 | 0.9999
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Ptiloha 3 Tabulka s idaji o intenzitach signalu standardu (S) ptislusné koncentrace (¢) a Sumu (N), vypoéitané LOD a LOQ a korela¢ni koeficienty kalibraéni

ktivkypro kazdy metabolit spolu s udaji o prislusné smési, hornim kalibracnim bodu a internim satndardu pokracovani.

horni Korela¢ni
] Interni LOD LOQ o
Nazev metabolitu smé&s | kalibra¢ni S N c (uM) koeficient
standard (uM) (uM)
bod (uM) r
C10:1 decenoyl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 5.71E+04 | 2.56E+03 | 2.00E-03 | 3.00E-04 | 9.00E-04 | 0.9996
C10DC sebacoyl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 1.40E+04 | 3.60E+03 | 2.00E-03 | 1.50E-03 | 5.00E-03 | 0.9998
C12 dodekanoyl-L-karnitin 2 1.00E-01 Iva-CarZ | 6.23E+03 | 8.39E+02 | 2.00E-04 | 1.00E-04 | 3.00E-04 | 0.9968
C14 tetradekanoyl-L-karnitin 2 1.00E-01 Iva-CarZ | 2.52E+04 | 7.73E+03 | 2.00E-04 | 2.00E-04 | 6.00E-04 | 0.9946
C14-OH 3-hydroxytetradekanoyl-L-
o 2 1.00E-01 Iva-CarZ | 1.60E+04 | 7.69E+02 | 2.00E-04 | 0.00E+00 | 1.00E-04 | 0.9970
karnitin
C16 hexadekanoyl-L-karnitin 2 1.00E-01 Iva-CarZ | 4.19E+04 | 1.78E+03 | 2.00E-04 | 0.00E+00 | 1.00E-04 | 0.9404
C16-OH 3-hydroxyhexydeknoyl-L-
o 2 1.00E-01 Iva-CarZ | 2.29E+04 | 2.88E+02 | 2.00E-04 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.9700
karnitin
C18 oktadekanoyl-L-karnitin 2 1.00E-01 Iva-CarZ | 1.69E+03 | 1.43E+03 | 2.00E-04 | 5.00E-04 | 1.70E-03 | 0.0063
C18-OH 3-hydroxyoktadekanoyl-L-
camiti 2 1.00E-01 Iva-CarZ | 5.51E+04 | 4.25E+02 | 2.00E-04 | 0.00E+00 | 0.00E+00 | 0.9289
arnitin
C2 acetylkarnitin 2 1.00E+01 Iva-CarZ | 1.92E+05 | 4.89E+03 | 1.95E-02 | 1.50E-03 | 5.00E-03 | 0.9974
C20:4 arachidonyl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 1.15E+05 | 6.33E+02 | 2.00E-03 | 0.00E+00 | 1.00E-04 | 0.9880
C3 propionyl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 1.52E+04 | 5.11E+03 | 3.90E-03 | 3.90E-03 | 1.31E-02 | 0.9993
C3DC malonyl-L-karnitin 2 1.00E+00 lva-CarZ | 3.37E+04 | 4.67E+03 | 7.80E-03 | 3.20E-03 | 1.08E-02 | 0.9977
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Ptiloha 3 Tabulka s idaji o intenzitach signalu standardu (S) ptislusné koncentrace (¢) a Sumu (N), vypoéitané LOD a LOQ a korela¢ni koeficienty kalibra¢ni

ktivkypro kazdy metabolit spolu s udaji o prislusné smési, hornim kalibracnim bodu a internim satndardu pokracovani.

horni Korela¢ni
Nazev metabolitu smés | kalibra¢ni tnterni S N ¢ (uM) -oD o0 koeficient
bod (uM) standard (uM) (uM) r

C4 butyryl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 3.10E+04 | 4.68E+03 | 2.00E-03 | 9.00E-04 | 3.00E-03 | 0.9958
C4 isobutyryl-L-karnitin 2 1.00E+01 Iva-CarZ | 1.19E+05 | 2.93E+03 | 1.95E-02 | 1.40E-03 | 4.80E-03 | 0.9994
C5 2-methylbutyryl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 2.08E+04 | 1.91E+03 | 2.00E-03 | 6.00E-04 | 1.80E-03 | 0.9992
C5 Isovaleryl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 1.45E+04 | 1.60E+03 | 2.00E-03 | 7.00E-04 | 2.20E-03 | 0.9996
C5 Valeryl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 1.98E+04 | 2.69E+03 | 2.00E-03 | 8.00E-04 | 2.70E-03 | 0.9996
C5:1 3-methylkrotonyl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 1.70E+04 | 2.19E+03 | 2.00E-03 | 8.00E-04 | 2.60E-03 | 0.9994
C5:1 tigloyl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 2.50E+04 | 2.14E+03 | 2.00E-03 | 5.00E-04 | 1.70E-03 | 0.9960
C5DC glutaryl-L-karnitin 2 1.00E+01 Iva-CarZ | 5.98E+04 | 4.90E+03 | 1.95E-02 | 4.80E-03 | 1.60E-02 | 0.9999
C6 hexanoyl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 2.91E+04 | 1.25E+03 | 2.00E-03 | 3.00E-04 | 9.00E-04 | 0.9991
C6DC 3-methylglutaryl-L-karnitin 2 1.00E+01 Iva-CarZ | 5.67E+04 | 1.81E+03 | 1.95E-02 | 1.90E-03 | 6.20E-03 | 0.9993
C6DC adipoyl-L-karnitin 2 1.00E+01 lva-CarZ | 2.40E+04 | 1.29E+03 | 1.95E-02 | 3.20E-03 | 1.05E-02 | 0.9997
C6-0OH 3-hydroxyhexanoyl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 2.45E+04 | 4.94E+03 | 2.00E-03 | 1.20E-03 | 4.00E-03 | 0.9993
C8 oktanoyl-L-karnitin 2 1.00E+00 Iva-CarZ | 4.13E+04 | 5.51E+02 | 2.00E-03 | 1.00E-04 | 3.00E-04 | 0.9998
C8:1 2-octenoyl-L-karnitin 2 1.00E+01 Iva-CarZ | 3.70E+05 | 2.89E+03 | 1.95E-02 | 5.00E-04 | 1.50E-03 | 0.9994
C8DC suberoyl-L-karnitin 2 1.00E+00 lva-CarZ | 4.07E+03 | 8.15E+02 | 2.00E-03 | 1.20E-03 | 4.00E-03 | 0.9990
Valproat 3 1.00E+02 LacZ 5.19E+03 | 9.96E+02 | 7.81E-01 | 4.50E-01 | 1.50E+00 | 0.9978
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Ptiloha 3 Tabulka s idaji o intenzitach signalu standardu (S) ptislusné koncentrace (¢) a Sumu (N), vypoéitané LOD a LOQ a korela¢ni koeficienty kalibra¢ni

ktivkypro kazdy metabolit spolu s udaji o prislusné smési, hornim kalibracnim bodu a internim satndardu pokracovani.

horni Korela¢ni
Néazev metabolitu smés | kalibraéni tnterni S N ¢ (uM) -oD o0 koeficient
bod (uM) standard (uM) (uM) r

Hydantoin-5-propionat 2 3 1.00E+02 PZ 2.65E+04 | 2.02E+03 | 1.95E-01 | 4.48E-02 | 1.49E-01 | 0.9984
3-hydroxymandlova kyselina 3 1.00E+00 HVA 1.54E+03 | 3.31E+02 | 1.56E-02 | 1.01E-02 | 3.37E-02 | 0.9974
DL-3.4-dihydroxymandlova k. 3 1.00E+00 HVA 9.87E+03 | 4.31E+03 | 2.50E-01 | 3.27E-01 | 1.09E+00 | 0.9734
Vanillaktat 1 3 1.00E+01 HVA 1.16E+03 | 1.79E+02 | 1.95E-02 | 9.00E-03 | 3.01E-02 | 0.9988
DL-indol-3-laktat 1 3 1.00E+02 PZ 9.36E+04 | 4.33E+03 | 1.95E-01 | 2.71E-02 | 9.02E-02 | 0.9985
Mandlova k. 1 (2-hydroxy-2-fenylacetat) | 3 1.00E+02 HVA 2.70E+04 | 1.04E+04 | 1.56E+00 | 1.80E+00 | 5.99E+00 | 0.9966
2-hydroxyisocaproat 1 3 1.00E+01 LacZ 7.10E+03 | 2.64E+03 | 1.95E-02 | 2.18E-02 | 7.26E-02 | 0.9940
Mevalonolakton_1 3 1.00E+01 LacZ 1.12E+04 | 1.23E+03 | 1.95E-02 | 6.50E-03 | 2.16E-02 | 0.9997
2-methylglutakonat 1 3 1.00E+02 MMAD | 9.98E+04 | 3.25E+04 | 1.25E+01 | 1.22E+01 | 4.06E+01 | 0.9837
2.5-dihydroxybenzoat (gentisat) 3 1.00E+01 HVAZ 2.78E+03 | 4.40E+02 | 1.95E-02 | 9.30E-03 | 3.09E-02 | 0.9871
2.5-dihydroxyfenylacetat (homogentisat) 3 1.00E+01 HVAZ 1.08E+04 | 3.37E+03 | 3.13E-01 | 2.94E-01 | 9.78E-01 | 0.9636
3.4-dihydroxyfenylacetat 3 1.00E+01 HVAZ 5.91E+03 | 1.42E+03 | 3.13E-01 | 2.25E-01 | 7.50E-01 | 0.9779
4-hydroxybenzoat 3 1.00E+01 HVAZ 3.84E+04 | 1.26E+04 | 7.81E-02 | 7.72E-02 | 2.57E-01 | 0.9901
Malonat 1 3 1.00E+01 MMAD | 1.16E+03 | 2.77E+02 | 1.56E-01 | 1.12E-01 | 3.72E-01 | 0.9949
Kynurenat 1 3 1.00E+01 PZ 2.34E+03 | 7.60E+02 | 1.56E-01 | 1.52E-01 | 5.07E-01 | 0.9937
4.6-dioxoheptanoat (sukcinylaceton) 3 1.00E+01 LacZ 3.74E+03 | 2.75E+02 | 6.25E-01 | 1.38E-01 | 4.59E-01 | 0.8826
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Ptiloha 3 Tabulka s idaji o intenzitach signalu standardu (S) ptislusné koncentrace (¢) a Sumu (N), vypoéitané LOD a LOQ a korela¢ni koeficienty kalibraéni

ktivkypro kazdy metabolit spolu s udaji o prislusné smési, hornim kalibracnim bodu a internim satndardu pokracovani.

horni Korela¢ni
Nazev metabolitu smés | kalibraéni tnterni S N ¢ (uM) -oD o0 koeficient
bod (uM) standard (uM) (uM) r

Fenylacetat 3 1.00E+01 HVAZ 9.71E+03 | 3.32E+03 | 6.25E-01 | 6.41E-01 | 2.13E+00 | 0.9973
Oxaloacetat 3 1.00E+02 MMAD | 2.10E+03 | 2.39E+03 | 7.81E-01 | 2.67E+00 | 8.87E+00 | 0.9878
2-hydroxybutyrat 3 1.00E+02 LacZ 2.53E+04 | 1.34E+04 | 3.91E-01 | 6.22E-01 | 2.07E+00 | 0.9907
3-methyladipat 3 1.00E+02 MMAD | 2.10E+03 | 2.03E+02 | 1.95E-01 | 5.67E-02 | 1.89E-01 | 0.9968
3-hydroxyvalerat 3 1.00E+01 LacZ 3.02E+03 | 7.79E+02 | 3.91E-02 | 3.02E-02 | 1.01E-01 | 0.9957
Glutarat 3 1.00E+02 MMAD | 1.44E+03 | 3.74E+02 | 1.95E-01 | 1.52E-01 | 5.06E-01 | 0.9931
3-methylglutarat 1 3 1.00E+02 MMAD | 1.48E+03 | 7.20E+02 | 1.56E+00 | 2.28E+00 | 7.59E+00 | 0.9840
Methylsukcinat 3 1.00E+01 MMAD | 1.89E+03 | 4.26E+02 | 1.56E-01 | 1.06E-01 | 3.52E-01 | 0.9938
2-hydroxyfenylacetat 3 1.00E+01 HVAZ 2.47E+04 | 5.42E+03 | 3.91E-02 | 2.58E-02 | 8.58E-02 | 0.9970
Maleat 3 1.00E+02 MMAD | 3.29E+04 | 6.99E+03 | 1.95E-01 | 1.25E-01 | 4.15E-01 | 0.9990
Orotat 1 3 1.00E+01 PZ 3.33E+03 | 5.30E+02 | 1.95E-02 | 9.30E-03 | 3.10E-02 | 0.9993
5-hydroxyindolacetat 1 3 1.00E+02 PZ 2.68E+04 | 1.07E+03 | 1.95E-01 | 2.33E-02 | 7.76E-02 | 0.9996
2-hydroxyisovalerat 1 3 1.00E+02 LacZ 5.41E+03 | 5.92E+02 | 1.95E-01 | 6.41E-02 | 2.14E-01 | 0.9975
Suberat 1 3 1.00E+02 MMAD | 2.67E+05 | 1.99E+05 | 1.95E-01 | 4.36E-01 | 1.45E+00 | 0.9854
Glycylprolin_2 3 1.00E+02 PZ 1.66E+05 | 1.02E+03 | 1.95E-01 | 3.60E-03 | 1.19E-02 | 0.9990
Ethylmalonat 3 1.00E+02 MMAD | 1.39E+03 | 6.45E+01 | 1.56E+00 | 2.18E-01 | 7.26E-01 | 0.9923
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Ptiloha 3 Tabulka s idaji o intenzitach signalu standardu (S) ptislusné koncentrace (¢) a Sumu (N), vypoéitané LOD a LOQ a korela¢ni koeficienty kalibra¢ni

ktivkypro kazdy metabolit spolu s udaji o prislusné smési, hornim kalibracnim bodu a internim satndardu pokracovani.

horni Korela¢ni
Nazev metabolitu smés | kalibra¢ni tnterni S N ¢ (uM) -oD o0 koeficient
bod (uM) standard (uM) (uM) r

2-hydroxyisobutyrat 3 1.00E+02 LacZ 1.17E+03 | 2.41E+02 | 3.91E-01 | 2.41E-01 | 8.03E-01 | 0.9995
2-oxoadipat 3 1.00E+01 MMAD | 2.99E+03 | 2.95E+02 | 3.13E-01 | 9.25E-02 | 3.08E-01 | 0.9957
Glyoxylat 3 1.00E+02 LacZ 2.18E+03 | 2.15E+03 | 1.56E+00 | 4.61E+00 | 1.53E+01 | 0.9968
4-hydroxybutyrat 3 1.00E+01 LacZ 2.09E+03 | 1.09E+03 | 3.13E-01 | 4.90E-01 | 1.63E+00 | 0.9942
2.3-dihydroxybutanoat 3 1.00E+02 LacZ 1.69E+03 | 5.66E+02 | 3.91E-01 | 3.92E-01 | 1.31E+00 | 0.9980
3-hydroxysebakat 1 3 1.00E+02 MMAD | 4.17E+04 | 1.68E+03 | 1.95E-01 | 2.36E-02 | 7.85E-02 | 0.9981
Citramalat 3 1.00E+02 MMAD | 1.44E+04 | 2.90E+03 | 1.95E-01 | 1.18E-01 | 3.94E-01 | 0.9959
Acetoacetat 3 1.00E+02 LacZ 3.01E+04 | 1.61E+04 | 6.25E+00 | 1.00E+01 | 3.34E+01 | 0.9386
2-methylcitrat 1 3 1.00E+02 MeCitz | 2.71E+04 | 2.30E+02 | 1.95E-01 | 5.00E-03 | 1.66E-02 | 0.9962
Vanilmandlova kyselina 3 1.00E+02 HVAZ 9.83E+03 | 2.13E+02 | 1.95E-01 | 1.27E-02 | 4.24E-02 | 0.9979
3-methylglutakonat 1 3 1.00E+02 MMAD | 2.22E+05 | 2.59E+04 | 2.50E+01 | 8.74E+00 | 2.91E+01 | 0.9806
2-aminoadipat 2 3 1.00E+02 MMAD | 1.63E+04 | 8.50E+02 | 1.95E-01 | 3.05E-02 | 1.02E-01 | 0.9960
Fumarat 3 1.00E+02 MMAD | 2.25E+04 | 7.75E+02 | 1.95E-01 | 2.02E-02 | 6.73E-02 | 0.9881
2-oxoisokaproat 3 1.00E+01 LacZ 2.52E+04 | 2.57E+03 | 2.50E+00 | 7.65E-01 | 2.55E+00 | 0.9707
2-pikolinat 1 3 1.00E+01 PZ 2.57E+03 | 9.19E+02 | 7.81E-02 | 8.38E-02 | 2.79E-01 | 0.9990
3-hydroxyfenylacetat 3 1.00E+02 HVAZ 8.19E+03 | 5.40E+03 | 7.81E-01 | 1.55E+00 | 5.15E+00 | 0.9971
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Ptiloha 3 Tabulka s idaji o intenzitach signalu standardu (S) ptislusné koncentrace (¢) a Sumu (N), vypoéitané LOD a LOQ a korela¢ni koeficienty kalibra¢ni

ktivkypro kazdy metabolit spolu s udaji o prislusné smési, hornim kalibracnim bodu a internim satndardu pokracovani.

horni Korela¢ni
Néazev metabolitu smés | kalibraéni tnterni S N ¢ (uM) -oD o0 koeficient
bod (uM) standard (uM) (uM) r

Homovanilat 3 1.00E+02 HVAZ 3.55E+03 | 2.88E+02 | 1.56E+00 | 3.80E-01 | 1.27E+00 | 0.9994
3-hydroxyglutarat 3 1.00E+01 MMAD | 1.65E+03 | 2.08E+02 | 1.56E-01 | 5.89E-02 | 1.96E-01 | 0.9851
Pipekolat 1 3 1.00E+02 PZ 7.50E+05 | 8.20E+03 | 1.95E-01 | 6.40E-03 | 2.13E-02 | 0.9990
4-hydroxyfenylpyruvat 3 1.00E+02 HVAZ 9.43E+03 | 8.31E+02 | 7.81E-01 | 2.07E-01 | 6.88E-01 | 0.9964
Azelaova kyselina 1 3 1.00E+02 MMAD | 1.09E+06 | 8.69E+05 | 1.95E-01 | 4.67E-01 | 1.56E+00 | 0.9962
3-hydroxyisobutyrat 3 1.00E+02 LacZ 1.14E+04 | 1.16E+03 | 3.91E-01 | 1.19E-01 | 3.95E-01 | 0.9991
2-oxoglutarat 2 4 1.00E+02 MMAD | 5.97E+03 | 4.45E+03 | 2.50E+01 | 5.59E+01 | 1.86E+02 | 0.9863
2-oxobutyrat 4 1.00E+02 LacZ 5.49E+03 | 1.86E+03 | 6.25E+00 | 6.36E+00 | 2.12E+01 | 0.9905
Sebakat 1 4 1.00E+02 MMAD | 8.96E+03 | 4.55E+03 | 1.95E-01 | 2.98E-01 | 9.91E-01 | 0.9986
Pyruvat 1 4 1.00E+02 LacZ 2.73E+03 | 1.00E+03 | 1.95E-01 | 2.16E-01 | 7.18E-01 | 0.9979
Tartarat 1 4 1.00E+02 MMAD | 1.04E+04 | 2.65E+02 | 1.95E-01 | 1.50E-02 | 4.98E-02 | 0.9914
3-hydroxyisovalerat 4 1.00E+02 LacZ 1.40E+04 | 1.79E+03 | 1.95E-01 | 7.49E-02 | 2.50E-01 | 0.9957
Pimelat 4 1.00E+02 MMAD | 2.33E+03 | 4.80E+02 | 3.91E-01 | 2.42E-01 | 8.05E-01 | 0.9931
4-hydroxy-2-oxoglutarat 4 1.00E+02 MMAD | 1.07E+03 | 1.39E+02 | 1.95E-01 | 7.60E-02 | 2.53E-01 | 0.9920
Methylmalonat 4 1.00E+02 MMAD | 1.49E+03 | 1.54E+02 | 1.95E-01 | 6.04E-02 | 2.01E-01 | 0.9986
Fenyllaktat 4 1.00E+01 HVAZ 5.43E+03 | 9.73E+02 | 1.95E-02 | 1.05E-02 | 3.49E-02 | 0.9973

140




Ptiloha 3 Tabulka s idaji o intenzitach signalu standardu (S) ptislusné koncentrace (¢) a Sumu (N), vypoéitané LOD a LOQ a korela¢ni koeficienty kalibra¢ni

kiivkypro kazdy metabolit spolu s tidaji o pfislusné smési, hornim kalibraénim bodu a internim satndardu pokracovani.

horni Korela¢ni
Nazev metabolitu smés | kalibra¢ni tnterni S N ¢ (uM) -oD o0 koeficient
bod (uM) standard (uM) (uM) r
Fenylpyruvat 4 1.00E+01 HVAZ 3.25E+03 | 4.31E+02 | 1.56E-01 | 6.23E-02 | 2.07E-01 | 0.9965
Isocitrat 4 1.00E+02 MeCitZ | 2.10E+03 | 1.28E+03 | 7.81E-01 | 1.42E+00 | 4.74E+00 | 0.9929
N-acetylaspartat 4 1.00E+02 MMAD - - - - - -
3-hydroxypropionat (b-laktat) 4 1.00E+02 LacZ 1.71E+03 | 8.24E+02 | 3.91E-01 | 5.64E-01 | 1.88E+00 | 0.9968
Akonitat 4 1.00E+02 MMAD | 1.50E+04 | 1.40E+03 | 1.95E-01 | 5.45E-02 | 1.81E-01 | 0.9975
2-hydroxyglutarat 4 1.00E+02 MMAD | 1.23E+03 | 2.12E+02 | 7.81E-01 | 4.06E-01 | 1.35E+00 | 0.9925
3-hydroxybutyrat 4 1.00E+02 LacZ 7.81E+02 | 1.80E+02 | 7.81E-01 | 5.39E-01 | 1.80E+00 | 0.9988
4-aminobutyrat 1 4 1.00E+02 LacZ 3.76E+03 | 1.94E+03 | 3.91E-01 | 6.06E-01 | 2.02E+00 | 0.9937
3-hydroxy-3-methylglutarat 2 4 1.00E+02 MMAD | 3.50E+03 | 1.81E+02 | 1.95E-01 | 3.03E-02 | 1.01E-01 | 0.9981
Glutakonat 1 4 1.00E+02 MMAD | 5.51E+03 | 1.36E+03 | 3.13E+00 | 2.32E+00 | 7.73E+00 | 0.9894
Pyroglutamat 4 1.00E+02 PZ 4.26E+04 | 6.36E+03 | 1.95E-01 | 8.74E-02 | 2.91E-01 | 0.9932
Glycerat 4 1.00E+02 LacZ 3.15E+03 | 3.15E+02 | 1.95E-01 | 5.86E-02 | 1.95E-01 | 0.9998
3-hydroxydekanoat 4 1.00E+01 LacZ 7.51E+04 | 5.72E+04 | 1.95E-02 | 4.46E-02 | 1.48E-01 | 0.9963
2.4-dihydroxybutyrat 4 1.00E+02 LacZ 3.84E+02 | 1.60E+02 | 1.95E-01 | 2.44E-01 | 8.11E-01 | 0.9946
Laktat 4 1.00E+02 LacZ 2.38E+04 | 1.66E+04 | 1.95E-01 | 4.08E-01 | 1.36E+00 | 0.9908
4-hydroxyfenylacetat 4 1.00E+02 HVAZ 2.72E+03 | 8.35E+02 | 3.13E+00 | 2.88E+00 | 9.58E+00 | 0.9861
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Ptiloha 3 Tabulka s idaji o intenzitach signalu standardu (S) ptislusné koncentrace (¢) a Sumu (N), vypoéitané LOD a LOQ a korela¢ni koeficienty kalibra¢ni

ktivkypro kazdy metabolit spolu s udaji o prislusné smési, hornim kalibracnim bodu a internim satndardu pokracovani.

horni Korela¢ni
Néazev metabolitu smés | kalibraéni tnterni S N ¢ (uM) -oD o0 koeficient
bod (uM) standard (uM) (uM) r

Malat 1 4 1.00E+02 MMAD | 7.19E+02 | 3.45E+02 | 1.95E-01 | 2.81E-01 | 9.36E-01 | 0.9950
Sukcinat 4 1.00E+02 MMAD | 5.17E+03 | 3.22E+03 | 1.95E-01 | 3.65E-01 | 1.22E+00 | 0.9985
3.4-dihydroxybutyrat 4 1.00E+02 LacZ 5.42E+03 | 1.89E+02 | 1.95E-01 | 2.04E-02 | 6.80E-02 | 0.9977
4-hydroxyfenyllaktat 1 4 1.00E+02 HVAZ 3.29E+04 | 6.89E+02 | 1.95E-01 | 1.23E-02 | 4.09E-02 | 0.9942
Glykolat SIM 4 1.00E+02 LacZ 3.89E+04 | 1.50E+04 | 1.95E-01 | 2.26E-01 | 7.52E-01 | 0.9863
Adipat 4 1.00E+02 MMAD | 4.90E+03 | 3.17E+03 | 1.95E-01 | 3.79E-01 | 1.26E+00 | 0.9972
N-acetyltyrosin_1 4 1.00E+02 HVAZ 9.58E+03 | 5.82E+03 | 1.56E+00 | 2.85E+00 | 9.47E+00 | 0.9926
Hippurat 1 4 1.00E+02 HVAZ 4.44E+04 | 2.25E+02 | 1.95E-01 | 3.00E-03 | 9.90E-03 | 0.9984
Citrat 4 2.00E+02 MeCitZz | 4.59E+03 | 3.42E+02 | 3.91E-01 | 8.71E-02 | 2.90E-01 | 0.9977
Fenoxyacetat 4 1.00E+02 HVAZ 9.11E+04 | 3.76E+04 | 1.95E-01 | 2.42E-01 | 8.05E-01 | 0.9970
Ethylacetoacetat 2 4 1.00E+02 LacZ 1.12E+04 | 2.19E+03 | 1.56E+00 | 9.14E-01 | 3.04E+00 | 0.9968
2.3-dihydroxy-2-methylbutanoat 1 4 1.00E+02 LacZ 1.37E+04 | 5.26E+02 | 1.95E-01 | 2.25E-02 | 7.50E-02 | 0.9989
4-hydroxyglutamat 4 1.00E+01 MMAD | 3.75E+03 | 9.43E+02 | 1.56E-01 | 1.18E-01 | 3.93E-01 | 0.2628
3-hydroxyoktanoat_1 4 1.00E+01 LacZ 1.12E+03 | 6.93E+02 | 1.95E-02 | 3.64E-02 | 1.21E-01 | 0.9979
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