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Seznam zkratek

2D dvoudimenzionalni

3D trojdimenzionalni
3-HIVA-C  3-hydroxyisovalerylkarnitin
ACGLY smes acylglycinti

ACY1D deficit aminoacylasy 1

ACY2 aminoacylasa 2

ADA adenosindeaminasa

ADAD deficit adenosindeaminasy
ADKD deficit adenosinkinasy

AdoMet S-adenosylmethionin

ADP adenosindifosfat

ADSLD deficit adenylosukcinatlyasy
AGAT argininglycinamidinotransferasa
AGATD deficit AGAT

AICA aminoimidazolkarboxamid
AICAr aminoimidazolkarboxamidribosid
AICAR aminoimidazolkarboxamidribotid
AMK aminokyselina

AMKHAS  smés N-acetylovanych aminokyselin, homocitrulinu, argininosukcinatu
a sukcinylacetonu
AMP adenosinmonofosfat

APRTD deficit adeninfosforibosyltransferasy

ARG hyperargininémie

ASA argininosukcinatova acidurie

ASPA aspartoacylasa

ATICD AICA-ribosidurie

ATP adenosintrifosfat

BCAA aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem

BCAT aminotransferasa aminokyselin s rozvétvenym fetézcem
BCKDC komplex dehydrogenasy 2-oxokyselin s rozvétvenym fetézcem
BKTD deficit beta-ketothiolasy

BTDD deficit biotinidasy

CA smes cukrii a alkohol
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FAD
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GALED
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GALTD
GAMT
GAMTD
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GMP
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cyklicky adenosinmonofosfat
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kapilarni elektroforéza

kolizni energie
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cytidinmonofosfat

koenzym A

karbamoylfosfat

Na* a Cl dependentni pfenaseé kreatinu
deficit prenaSece kreatinu
cerebrospindlni tekutina
citrulinémie 1. typu
cytidintrifosfat

vystupni potencial
dihydropyrimidinurie

dédi¢né metabolické poruchy
deoxyribonukleova kyselina
deklasteracni potencial

deficit dihydropyrimidindehydrogenasy
deoxythymidinmonofosfat
deoxyuridinmonofosfat
ethylmalonova encefalopatie
vstupni potencial

ionizace elektrosprejem
flavinadenindinukleotid
Fanconi-Bickelav syndrom
galaktosémie I11. typu
galaktosémie II. typu
galaktosémie I. typu
guanidinoacetatmethyltransferasa
deficit GAMT

plynova chromatografie

plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
guanosinmonofosfat

guanosintrifosfat



H! NMR protonova nuklearni magneticka rezonance

HAWK hawkinsinurie
HCSD deficit holokarboxylasy-synthetasy
HILIC hydrofilni interakéni chromatografie

HMGCLD  deficit 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyasy

HOA dédi¢na orotova acidurie
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HQC horni koncentra¢ni bod QC
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IS-U LN,-Uracil

IS-X 15 N,-Xanthin

IVA isovalerova acidurie

KREA smés kreatinu, kreatininu a kyseliny mocové
LC kapalinova chromatografie

LC/MS kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
LCAD acyl-CoA dehydrogenasa mastnych kyselin s dlouhym fetézcem
LLOQ dolni mez kvantifikace

LOD mez detekce

LOQ mez kvantifikace

LQC nizky koncentra¢ni bod QC

m/z pomér hmota/néboj
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MCADD

MCCD
MCEED

MHBDD
MK
MMA
MNGIE
MoCDA
MoCDB
MoCDC
MQC
MRM
MS
MtDNA
NAD*
NP-HPLC
ORNT1D
OTCD
OXA
PDNS
PNPD

PP

PRPP

QQQ
RNA

acyl-CoA dehydrogenasa mastnych kyselin se stiedné dlouhym fetézcem
deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se stfedné¢ dlouhym
fetézcem
deficit 3-methylkrotonyl-CoA karboxylasy
methylmalonovéd acidurie zplusobend deficitem methylmalonyl-CoA
epimerasy
deficit 2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenasy
mastna kyselina
methylmalonova acidurie
mitochondrialni neurogastrointestinalni encefalomyopatie
deficit molybdenového kofaktoru, typ A
deficit molybdenového kofaktoru, typ B
deficit molybdenového kofaktoru, typ C
stfedni koncentra¢ni bod QC
monitorovani vice reakci
hmotnostni spektrometrie
mitochondrialni DNA
nikotinamidadenindinukleotid
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie na normalni fazi
deficit ptenaSece ornithinu, HHH syndrom
deficit ornithintranskarbamylasy
smés kyseliny oxalové, guanidinoacetatu a kyseliny sialové
purinova de novo syntéza
deficit purinnukleosidfosforylasy
smés purintl a pyrimidin{
fosforibosylpyrofosfat
kvadrupdlovy analyzator
prekurzorovy ion
prvni kvadrupo6l
druhy kvadrupol
produktovy ion
treti kvadrupol
vzorek kontroly kvality
trojity kvadrupol
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RP-HPLC
RT

S/N
S-Ado
SAICAr
SBCADD

SCAD
SCADD
SCID
SD
SDH
SRM
TBA
TLC
TOF
UHPLC
ULOQ
UMP
UPB1D
UPLC
URCTU
UTP
VLCAD
XAN1
XAN2

vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi

retenéni Cas

pomér signalu k Sumu

sukcinyladenosin

sukcinylaminoimidazolkarboxamidribosid

deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin s kratkym/rozvétvenym
fetézcem

acyl-CoA dehydrogenasa mastnych kyselin s kratkym fetézcem
deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin s kratkym fetézcem
tézka kombinovana imunodeficience

nemoc Salla

hyperlysinémie a saccharopinurie

monitorovani vybrané reakce

kyselina thiobarbiturova

chromatografie na tenké vrstvé

priletovy analyzator

ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatografie

horni mez kvantifikace

uridinmonofosfat

deficit B-ureidopropionasy

ultrati¢inna kapalinova chromatografie

uridin-cytidinurie

uridintrifosfat

acyl-CoA dehydrogenasa mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem
xanthinurie 1. typu

xanthinurie Il. typu
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1 Uvod a cile prace

Dédiéné metabolické poruchy (DMP) piedstavuji skupinu vice nez tisice geneticky
podminénych chorob, jejichz dusledky byvaji Casto letdlni. Projevuji se celou tfadou
ptiznaki, které mohou byt rizné zavazné, coz spole¢né s jejich nizkou incidenci ztézuje
v¢asnou diagnostiku DMP (Pampols, 2010; Gilbert-Barness and Farrell, 2017; Arnold,
2018).

Diagnostika DMP je v laboratofich provadéna stanovenim biomarkerti na trovni gend,
funkénich proteinii (napf. enzyml) nebo metabolitl. Nejcastéji jsou diagnostikovany
metabolity, které jsou pfitomny Vv moci, krvi ¢i cerebrospindlni tekuting. Jedna
se 0 substraty, meziprodukty a produkty enzymovych reakci (Pampols, 2010).

Metabolity vyuzivané k diagnostice DMP se 1i§i chemickou strukturou a v télnich
tekutinach se vyskytuji v sirokém koncentra¢nim rozmezi (az 8 tadt). V mnoha piipadech
je nutné od sebe odlisit strukturni izomery. Proto je k diagnostice DMP nezbytné vyuzivat
metody s vysokou frakciona¢ni kapacitou a citlivosti. Nejcastéji jsou pouzivany
chromatografické metody v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (Pampols, 2010). Bézné
uzivanou separa¢ni metodou je mimo jiné napt. kapilarni elektroforéza nebo chromatografie
na tenké vrstvé (Adam et al., 2002; Verheijen, 2008). Kazda z téchto metod se vsak vyuziva
pro analyzu skupin, pfip. nékolika metabolitt, pro néz je charakteristicka stejna funkéni
skupina. Tato skute¢nost se podepisuje na nedostate¢né univerzalnosti zminénych metod,
jelikoZ neni mozné uréit jedinou analyzou metabolity rizného strukturniho sloZeni v ramci
celkového metabolismu.

Cilem této diplomove prace bylo optimalizovat a validovat LC/MS metodu
pro diagnostiku biomarkeri vybranych DMP v moc¢i. Mezi tyto metabolity patfily puriny,
pyrimidiny, N-acetylované aminokyseliny, glycinové konjugaty, homocitrulin,
argininosukcinat, sukcinylaceton, kreatin, kreatinin, guanidinoacetat, kyselina oxalova,
kyselina sialova, cukry a polyoly.

Validovana metoda byla nasledné aplikovana na vzorky zdravych jedinct a pacientl

s vybranymi DMP.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Dédi¢né metabolické poruchy

Termin DMP je oznaceni pro velkou skupinu vzacnych chorob, které vznikaji v dusledku
zmény na trovni DNA & RNA (Stastna, 2008; Pampols, 2010). Z molekularniho pohledu
dochazi k mutaci v genomu, ¢imz se rozumi delece, inzerce, opakovani nebo piemisténi
jednoho ¢i vice part nukleotidi v DNA. Dojde-li k takovému poskozeni, nemuze byt gen
spravné exprimovan, coz ma za nasledek, ze dany protein nevznika, eventudlné se tvofi
s pozménénou strukturou nefunkéni. Jestlize méla byt ptvodni funkci tohoto defektniho
proteinu Kkatalyza enzymové reakce v metabolismu ¢loveéka, potom dochazi k rozvoji
metabolické poruchy oznacované jako enzymopatie. Ne vSechny geny ale kdduji proteiny
s enzymovou funkci. Ke vzniku metabolickych poruch muze dojit rovnéz pii defektu
krevnich bilkovin neenzymové povahy, strukturnich proteind bunéénych membran,
receptord, regulacnich proteinii, pifip. proteinli, jez jsou soucdsti iontovych kanali
(Racek, 2006; Nussbaum et al., 2015).

V dnesni dobé je pocet téchto poruch vyssi nez 1000. Je dulezité siuvédomit,
ze pii takovém mnozstvi poruch neni diagnostika viibec jednoduchd a ze vinou opozdéné
diagndzy jsou dopady téchto nemoci smrtelné (Pampols, 2010; Arnold, 2018).

Charakteristickym znakem téchto poruch je zejména velka diverzita symptomui
ajejich kombinaci. Klinické ptiznaky nékterych DMP mohou byt vysoce specifické,
presto na né nelze v diagnostice zcela spoléhat. Vyskytne-li se tedy u pacienta dany klinicky
symptom, je nezbytné provést alespon zakladni laboratorni diagnostiku, ktera piedstavuje
rutinni biochemické vySetieni (stanoveni acidobazické rovnovéhy, stanoveni hladin glukosy,
amoniaku, kyseliny mocové¢, ketolatek apod.), rutinni hematologické vySetteni (krevni
obraz, hemokoagulace, cytologie) a tadu specifickych testl (vySetfeni aminokyselin
a organickych kyselin, vySetfeni metabolismu purini a pyrimidind, vySetfeni poruch
metabolismu kreatinu apod.) (Stastna, 2008).

Vyskyt DMP v populaci je pomérny casty, ackoliv incidence jednotlivych DMP
nedosahuje velkych ¢isel. Odhaduje se, Zze celkova incidence vSsech DMP se pohybuje
v rozmezi 1/1000-1/600, zatimco incidence jednotlivych DMP se udava v rozmezi
1/10 000—1/100 000 — s vyjimkou velmi vzacnych poruch (Stastnd, 2008).

Vyznamnym rysem téchto poruch je prevladajici autosomalné recesivni dédi¢nost.
Pfi tomto typu dédi¢nosti se porucha projevuje pouze u homozygotné recesivnich jedinct,

kdezto heterozygoti (pfenaseci defektniho enzymu) jsou vétSinou klinicky zdravi. Velmi
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vzacné se U nékterych poruch vyskytuje i dédi¢nost autosomalné¢ dominantni, X-vdzana

recesivni nebo X-vdzana dominantni (Racek, 2006; Wertheim-Tysarowska et al., 2015).

2.2 Vybrané dédi¢né metabolické poruchy

Pro vyvoj metody byly vybrany metabolity, jez jsou diagnosticky vyznamné pro vice
nez 50 DMP. Poruchy jsou pro piehlednost rozdéleny do tabulek dle metabolismu: purinovy
metabolismus (Tab. 1), pyrimidinovy metabolismus (Tab. 2), metabolismus kreatinu
(Tab. 3), mocovinovy cyklus (Tab. 4), B-oxidace (Tab. 5) a metabolismus aminokyselin
s rozvétvnym fetézcem (degradace valinu, leucinu a isoleucinu) (Tab. 6). Poruchy spojené
s vyluc¢ovanim N-acetylovanych aminokyselin ptinasi Tab. 7. Ostatni poruchy, dotykajici
se mnoha metabolickych drah, pak sumarizuje Tab. 8.

K vyznamnym metabolickym déjum (metabolismus purinti, metabolismus pyrimidint,
mocovinovy cyklus, p-oxidace a metabolismus aminokyselin s rozvétvenym fetézcem)
jsou navic piiloZzeny metabolické mapy znazorfiujici lokalizaci jednotlivych enzymovych
defektd v danych drahach (Obr. 2—-6). Enzymy zastoupené svym koédovym ¢islem podle tzv.
EC klasifikace (z angl. Enzyme Commission) (Tab. 1-6), zodpovédné za patofyziologii,
jsou v mapéach pro ptrehlednost oznaceny zluté. Celkovy piehled zachycujici miru zasazeni

lidského metabolismu v rdmci vybranych DMP je znazornén na Obr. 1.
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Obr. 1: Celkov& mapa humanniho metabolismu, v némz se ¢erné znacené drahy podileji na vzniku vybranych DMP. Ve fialovych oblastech jsou oznageny

jednotlivé metabolické drahy. Zdroj: KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
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2.2.1 Dédi¢né poruchy metabolismu purini

Purinové nukleotidy (slozené zadeninu nebo guaninu, pétiuhlikatétho monosacharidu
a jednoho ¢i vice zbytku kyseliny fosfore¢né) se fadi mezi zakladni bunécné slozky, jelikoz
v lidském téle plni mnoho vyznamnych biologickych funkci. Uastni se napf. pfenosu
energie (ATP, GTP), regulace metabolismu a syntézy DNA a RNA, jsou soucasti rady
kofaktorti (NAD™, FAD, koenzym A, aj.) a slouZi i jako signalni molekuly (cAMP, cGMP).
Metabolismus purinti Ize rozdélit do 3 metabolickych drah (Pelley, 2012; Nyhan
and Friedmann, 2017).

Prvni z nich — biosynteticka draha neboli purinova de novo syntéza (PDNS) — zahrnuje
10 krokti, béhem nichz je klicovy metabolit fosforibosylpyrofosfat (PRPP) pieveden
na inosinmonofosfat (IMP). PRPP vznika z ATP aribosy-5-fosfatu, meziproduktu
pentézofosfatového  cyklu, jako  produkt enzymové reakce  katalyzované
fosforibosylpyrofosfatsynthetasou (EC 2.7.6.1). Ten je po reakci s glutaminem preménén
na 5-fosforibosyl-1-amin, jenz v naslednych reakcich pfijima atomy C, N, H, coz vyusti
ve vytvoreni zakladu purinového jadra pro IMP. Z ného pak muze v dalsich krocich vznikat
adenosinmonofosfat (AMP) a guanosinmonofosfat (GMP) (Masopust a Prisa, 1999;
Koolman and Roehm, 2005). AMP s GMP jsou vyuzity v dalSich metabolickych reakcich,
diky nimz dochazi ke vzniku di- a trifosfat, deoxyribonukleotidii a nukleovych kyselin
(RNA a DNA) (Van den Berghe et al., 2008).

Druha metabolickd dréha popisuje vznik kyseliny mocové — kone¢ného produktu
metabolismu DNA, RNA a volnych nukleotidd — z IMP, AMP a GMP. Jedna se tedy
o katabolickou drahu (Van den Berghe et al., 2008).

Ulohou tieti metabolické drahy, tzv. zachranné, je recyklace purinovych bazi
hypoxanthinu, guaninu a adeninu na odpovidajici mononukleotidy (IMP, GMP, AMP)
za spotieby jedné molekuly ATP (Masopust a Prusa, 1999; Van den Berghe et al., 2008).
Natéto preméné se podili hypoxanthinguaninfosforibosyltransferasa (EC 2.4.2.8)
katalyzujici vznik IMP a GMP a adeninfosforibosyltransferasa (EC 2.4.2.7) umoziujici
tvorbu AMP (Torres and Puig, 2007). Pro organismus piedstavuje tato draha velkou Gsporu
energie ve srovnani s energetickou naro¢nosti biosyntetické drahy (Ledvina et al., 2005).

Z popisu metabolickych drah je zifeyjma slozitost propojeni na sebe navazujicich
procesu. Z toho vyplyva, Ze jakékoliv naruseni procesu mtize vést ke klinickym nasledkim.
Zasazena miize byt funkce vylu¢ovaciho, pohybového, nervového, imunitniho ¢i obéhového
systému. Riznorodost klinickych projevil je ddna rozmanitosti biologickych funkci purind.
Jsou zde patrné velké interindividualni rozdily v manifestaci jednotlivych poruch.

V néekterych piipadech se objevuji prikazné klinické ptiznaky, jako jsou napi. ledvinové
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amocové kameny, hyperurikémie, hypourikémie a dna. Ne vzdy se ovSem poruchy
manifestuji tak prikazné, coz ztézuje diagnostiku onemocnéni. Poruchy metabolismu purin
se projevuji predevsim u déti, avSak neda se vyloucit vyskyt onemocnéni rovné€z u pacientli
pokrocilejsiho véku (Bierau and Sebesta, 2014).

Meziprodukty purinového metabolismu jsou jakozto diagnostické biomarkery
vyznamnych DMP shrnuty spolu s piislusnymi defektnimi enzymy v Tab. 1. Lokalizace
enzymovych defekta v jednotlivych metabolickych drahdch je zachycena v metabolické
map¢ na Obr. 2.

V biosyntetické purinové draze (Obr. 2) jsou zluté oznaCeny 3 enzymové defekty,
které jsou diagnosticky specifické pro 2 onemocnéni — deficit adenylosukcinatlyasy
(ADSLD) a aminoimidazolkarboxamid (AICA)-ribosidurii. ADSLD (Jurecka et al., 2015)
zpusobuje hromadéni nukleotidi sukcinylaminoimidazolkarboxamidribosidu (SAICAr,
z angl. succinylaminoimidazole carboxamide riboside) a sukcinyladenosinu (S-Ado)
Vv plasm¢, mo¢i a mozkomi$nim moku (Tab. 1) (Nyhan and Friedmann, 2017). Porucha
se projevuje psychomotorickou retardaci, mikrocefalii, epileptickymi z&chvaty a autismem
(Jurecka et al., 2015).

Onemocnéni zvané AICA-ribosidurie (ATICD; Hornik et al., 2006) se vyznacuje
vysokou hladinou aminoimidazolkarboxamidribotidu (AICAR, zangl. aminoimidazole
carboxamide ribotide) v krvi. V mo¢i je ptitomna jeho defosforylovand forma —
aminoimidazolkarboxamidribosid (AICAr, z angl. aminoimidazole carboxamide riboside)
(Tab. 1) (Marie et al., 2004). Typickymi klinickymi pfiznaky této poruchy jsou dysmorfni
rysy, vrozena slepota, epilepsie a hluboka mentalni retardace (Nyhan and Friedmann, 2017).

V katabolické draze jsou na Obr. 2 Zluté oznaceny 2 enzymy podilejici se na vzniku
jednoho z DMP, a sice xanthinurie. Toto onemocnéni se rozlisuje na dva druhy — xanthinurii
I. typu (XANZ1; Ichida et al., 2012) a xanthinurii II. typu (XANZ2; Zannolli et al., 2003), lisici
se enzymovym defektem. V kone¢ném dusledku nicméné dochazi Kk identickému
projevovani se téchto poruch. Diagnostickymi biomarkery XAN1 a XAN2 jsou xanthin,
jehoz koncentrace je vV moci vysoka, a kyselina mocova, jejiz hladina v moci je naopak velmi
nizkd (Tab. 1). Xanthin je extrémné nerozpustny purin, coz Se projevuje na Klinickych
ptiznacich. Tato onemocnéni jsou spojena s xanthinovymi kameny, krystalurii, hematurii,
urolitiazou, renalni kolikou a akutnim ledvinovym selhanim (Ichida et al., 2012; Sebesta
etal., 2018).

Prvnim onemocnénim zachranné drahy (Obr. 2) je deficit purinnukleosidfosforylasy
(PNPD; Nyhan and Friedmann, 2017), pti némz se hromadi charakteristické metabolity

inosin, deoxyinosin, guanosin a deoxyguanosin v moci a dle stupné abnormality odrazi
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zavaznost onemocnéni. Voditkem ke spravné diagnostice mize byt téz sniZzena hladina
kyseliny mocové v séru a moc¢i (Tab. 1) (Wortmann et al., 1979; Nyhan and Friedmann,
2017). PNPD je priméarni imunodeficienci, charakteristickou snizenym poétem T-lymfocyti
a variabilni abnormalitou bunééné imunity. Nasledkem poSkozené imunity pacienti
prodélavaji  opakované infekce, v hor§im ptipad¢ vede onemocnéni ke ztratdm
neurologickych funkci, mentélni retardaci, autoimunitni hemolytické anémii, potazmo
k malignim onemocnénim (Fekrvand et al., 2019).

Dalsim onemocnénim zachranné drahy je deficit adeninfosforibosyltransferasy
(APRTD; Nyhan and Friedmann, 2017), jehoz disledkem dochazi ke wvzniku
2,8-dihydroxyadeninu, tj. vysoce nerozpustné slouceniny, ktera je vylu¢ovana moci (Tab. 1)
(Bollée et al., 2010). Leh¢i forma onemocnéni se projevuje opakovanymi zanéty mocovych
cest, krystalurii, hematurii, nefrotiliazou, téz8i forma pak chronickym, popi. akutnim
rendlnim selhdnim. Asymptomaticky pribéh onemocnéni je taktéz zcela bézny
(Runolfsdottir et al., 2018).

Primérni imunodeficience — deficit adenosindeaminasy (ADAD; Cagdas et al.,
2018) — je charakteristickd zvysenou koncentraci adenosinu a deoxyadenosinu Vv télnich
tekutindch (Tab. 1). Hladiny téchto metaboliti v mo¢i zdravych jedinci jsou téméf
nedetekovatelné. Piiblizné téetina ADA-deficientnich pacientli byva postiZzena také tézkou
kombinovanou imunodeficienci (SCID, zangl. severe combined immunodeficiency
disease), pfi niz jsou obé slozky imunity (buné¢na, humoralni) naruSeny. Pacienti s ADAD
jsou klinicky nerozeznatelni od pacientli s kombinovanou formou onemocnéni. JelikoZ jsou
pacienti se snizenou imunitou nachylni na infekce, typickymi projevy onemocnéni jSou napf.
pneumocyst6za, virova pneumonie nebo kandidéza. MiZe dochazet k ristu lymfomu,
jakoz i ke ztratdm neurologickych funkci (Nyhan and Friedmann, 2017).

Poslednim vybranym onemocnénim metabolismu purinti je deficit adenosinkinasy
(ADKD; Staufner et al., 2015). U pacienti s touto poruchou dochazi k akumulaci adenosinu
v mo¢i (Tab. 1). Ponévadz je toto onemocnéni tizce spjato s metabolismem methioninu, fadi
se mezi diagnostické krevni/plasmatické biomarkery intermediaty methioninového cyklu
(methionin, S-adenosylmethionin (AdoMet) a S-adenosylhomocystein) (Staufner et al.,
2015). Novorozenci postizeni poruchou se rodi se symptomy sepse, dychacimi potizemi
a novorozeneckou zloutenkou. Mohou se ale rozvijet i dalsi symptomy jako napt. epilepsie,

svalova hypotonie, jaterni dysfunkce a mentalni retardace (Alhusani et al., 2019).
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Tab. 1: Vybrané dédi¢né poruchy metabolismu purini a jejich mocové biomarkery zahrnuté ve vyvinuté metod¢.
Onemocnéni Zkratkav , Mutovany gen Enzym/prenasec EC Diagnosticky biomarker
onemocnenit
- - o SAICAr
Deficit adenylosukcinatlyasy ADSLD ADSL Adenylosukcinatlyasa 4.3.2.2 S_Ado
AICA-ribosidurie ATICD ATIC AICAR-transformylasa/IMP-cyklohydrolasa 32'51'42'130 AICAr
N L 1.17.1.4 Xanthin
Xanthinurie I. typu XAN1 XOR Xanthinoxidoreduktasa 11732 Kyselina mocova
Xanthinurie I1. typu XAN2 HMCS Molybdenkofaktorsulfurtransferasa 2.8.1.9 Xanthlnv -
Kyselina mocova
Inosin
Deficit Deoxyinosin
. . PNPD PNP Purinnukleosidforforylasa 2421 Guanosin
purinnukleosidfosforylasy -
Deoxyguanosin
Kyselina mocova
. D.ef'C't APRTD APRT Adeninfosforibosyltransferasa 24.2.7 2,8-Dihydroxyadenin
adeninfosforibosyltransferasy
Deficit adenosindeaminasy ADAD ADA Adenosindeaminasa 3544 Adenosin -
Deoxyadenosin
Deficit adenosinkinasy ADKD ADK Adenosinkinasa 2.7.1.20 Adenosin
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Obr. 2: Mapa purinového metabolismu s barevné vyznaenymi enzymy (zlut€) podilejicimi se na vzniku vybranych DMP. Ramecky oznacuji enzymovy/é defekt/y spojeny/é
S ptislusnou poruchou (Tab. 1). Zdroj: KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
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2.2.2 Dédi¢né poruchy metabolismu pyrimidini

Pyrimidinové béze (cytosin, thymin a uracil) jsou, stejné jako purinové, ptitomny ve vSech
zivych organismech. Patii mezi zakladni bunééné slozky, které se podileji na vyznamnych
biologickych procesech. Pyrimidinové nukleotidy mohou byt vyuzity jako stavebni jednotky
genetického kodu ve formé DNA a RNA, pii energetickém pienosu a metabolicke regulaci.
Metabolismus pyrimidinovych nukleotidu lze taktéz rozdé¢lit do 3 metabolickych drah,
podobné jako u purinti (Bierau and Sebesta, 2014; Nyhan and Friedmann, 2017).

Biosynteticka draha zahrnuje 6 mezikroki, béhem nichz je karbamoylfosfat pies orotat
pfeménén na uridinmonofosfat (UMP, Obr. 3). Ten Se po pievedeni na uridintrifosfat (UTP)
stdvd prekurzorem syntézy — cytidintrifosfatu (CTP). Deoxyribonukleotidy, stavebni
jednotky DNA, vznikaji redukci odpovidajicich ribonukleotidii zprosttedkovanou
ribonukleotidreduktasou (EC 1.17.4.1). De novo syntéza thyminovych nukleotidi zahrnuje
pouze  deoxyribonukleotidy.  Prekurzorem  deoxythymidinmonofosfatu  (dTMP)
je deoxyuridinmonofosfat (dUMP). Tato pifeména je katalyzovana thymidylatsynthasou
(EC 2.1.1.45).

Katabolickou drahou dochazi k odbouravani UMP, cytidinmonofosfatu (CMP)
adTMP za vzniku meziprodukta citratového cyklu — B-alaninu a B-aminoisobutyratu.
Kone¢nym produktem katabolismu pyrimidind neni na rozdil od purint kyselina mocova,
nybrz NH4" vstupujici do mocovinového cyklu (Loffler et al., 2005; Van den Berghe et al.,
2008).

Zachranna draha (recyklace bazi) popisuje pieménu volnych pyrimidinovych bazi
(cytosinu a thyminu) — vznikajicich pii degradaci DNA —na UMP a dTMP (Nelson and Cox,
2008).

Klinicka manifestace poruch metabolismu pyrimidini miZe byt stejné tak rtiznoroda,
jako je tomu u poruch metabolismu purinii (kapitola 2.2.1) (Bierau and Sebesta, 2014).

V Tab. 2 jsou shrnuty intermediaty pyrimidinového metabolismu a odpovidajici
defektni enzymy, které¢ jsou diagnostickym biomarkerem vyznamnych onemocnéni
metabolismu pyrimidinti. Metabolickd mapa na Obr. 3 zobrazuje lokalizaci patofyziologie
v jednotlivych metabolickych drahach.

V biosyntetické draze jsou to 2 enzymy (oznaceny Zzlut€), jez jsou diagnosticky
specifické praveé pro jedno vyznamné onemocnéni, a sice dédi¢nou orotovou acidurii (HOA,;
Suttle et al., 1988; Wortmann et al., 2017). Tu je mozné odhalit analyzou modi,
ve které se hromadi kyselina orotova (Tab. 2). Muze krystalizovat v ledvinach, coz vétsinou
konéi jejich vaznym poSkozenim. Soucasné¢ vznikda deficit pyrimidind, projevujici

se pii syntéze DNA. Dochazi k porucham déleni bunék, napif. v Cervené krevni fadé
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se deficit projevuje megaloblastickou anemii, v bilé leukopenii. Dochazi také k porucham
ristu a psychomotorické retardaci (Van den Berghe et al., 2008; Wortmann et al., 2017).

Prvnim onemocnénim katabolismu pyrimidina (Obr. 3) je mitochondrialni
neurogastrointestinalni encefalomyopatie (MNGIE; Filosto et al., 2018). Disledkem této
enzymopatie dochazi k nerovnovdze v mnozstvi nukleotidli potfebnych pro replikaci
mitochondridlni (mtDNA). Vznika tim nedostate¢né mnozstvi mtDNA, a proto dochazi
Kk poruse mitochondrialniho energetického metabolismu, projevujici se zejména na urovni
nervosvalového prenosu. Klinicky se MNGIE projevuje hlavné v gastrointestindlnim
a nervovém systému. Je pro ni typicka zvysSend hladina thymidinu a 2-deoxyuridinu
Vv plasm¢ a mo¢i (Tab. 2) (Honzik et al., 2006; Barness and Wong, 2017; Filosto et al., 2018).

Dalsim vyznamnym onemocnénim pyrimidinového katabolismu je deficit
dihydropyrimidindehydrogenasy (DPDD; Fleger et al., 2017), ktery vede ke kumulaci
uracilu a thyminu v moc¢i (Tab. 2), krvi a mozkomisnim moku. Klinické projevy onemocnéni
jsou ruzné¢ zavazné — od zavaznych odchylek psychomotorického vyvoje az po zcela
bezptiznakové jedince (Van Kuilenburg et al., 1999; Van den Berghe et al., 2008).

Onemocnéni zvané dihydropyrimidinurie (DHPD; Van Kuilenburg et al., 2010)
zapricinuje akumulaci dihydrouracilu a dihydrothyminu v télnich tekutinach, v malém
mnozstvi i uracilu a thyminu (Tab. 2). Klinicky se projevuje epilepsii, mentalni retardaci
a mikrocefalii, coz je dano tim, ze nasledkem enzymopatie nevznikaji produkty katabolické
drahy (B-alanin a B-aminoisobutyrat), které maji neuroprotektivni uc¢inky (Van Kuilenburg
et al., 2010; Harris, 2015).

Poslednim  vybranym onemocnénim metabolismu pyrimidind je deficit
B-ureidopropionasy (UPB1D; Van Kuilenburg et al., 2004). Jeho nésledkem se v plasmé
amoci pacientt hromadi 3-ureidopropionat a 3-ureidoisobutyrét, latky schopné inhibice
dihydropyrimidinasy. V disledku jeji inhibice dochazi rovnéz k mirnému zvySeni hladin
dihydrouracilu a dihydrothyminu v moci (Tab. 2). Klinické projevy jsou totozné s témi
u DHPD (Fang et al., 2019).

23



Tab. 2: Vybrané dédi¢né poruchy metabolismu pyrimidini a jejich mo¢ové biomarkery zahrnuté ve vyvinuté metodg.

Onemocnéni Zkratkav , Mutovany gen Enzym EC Diagnosticky biomarker
onemocnenit
Dédicna orotové acidurie HOA UMPS Uridin-5"-monofosfatsynthasa i‘l‘f;g Kyselina orotova
Mitochondriélni Thymidin
neurogastrointestinalni MNGIE TYMP Thymidinfosforylasa 24.24 -
. 2-Deoxyuridin
encefalomyopatie
Deficit . Lo Uracil
dihydropyrimidindehydrogenasy DPDD DPYD Dihydropyrimidindehydrogenasa 13.1.2 Thymin
Dihydrouracil
Dihydropyrimidinurie DHPD DPYS Dihydropyrimidinasa 3.5.2.2 Dmygggi?/mm
Thymin
. . . . . Dihydrouracil
Deficit B-ureidopropionasy UPB1D UPB1 B-ureidopropionasa 3.5.1.6 Dihydrothymin

24



Fentose phosphate pathway— ————————
Dik TDP-glucose
13.1.14
HoClarhs 1 orofate {extracellular)
Laspattate: @4 3523 -»O%—]13021|—»0 o 2.3.Cyclic g'seuh%omhgm'
1352 PEERU UTP 3'-LCT)MP U’Ng P osp & - N
YINE {extravellular) 31416 27183 Psendouridine
3615 3136
UMF
27414 h . »
2744 O Ll ®] 21148 ) 2423 [ o - O—— I=l [-Alanine metabolism
— j DF [27422 3135 A e L3223 Uracil 1.3.13 Dihy ool - Alaxine .
36139 (2425 ] |
I ! tracellular Barhiturate Ilalonate ]
ELRES) (et b abwoe—{352] fwo— 35105 —»0—————— -
W IEE \3-Cizn-3-ureido-
L=kl || 27142 propanoate Urea
271213 Urefdoacrylat
Alanine, aspartate and 36151 el o Ab L - 243231 ¥ acrye 351110 .
glutarnate metaholist i Ot O 3133
2746 cDP[27425 CMPL Cytidine 3228 Ml
nate-
32210 ] serialdehsrde van
ol7iaIEleo 135 ] ] {11400k |- 350010 < 0— Futc O fuD O v -0
93 Coghe . 3-CMP == (Z}-3- Ureldoacry].ate- WE-Peroxy-  Aminoacrylat 1 3-Hy_dm§y-
[1.17.42][1.19846 | [Li741] £ Lo hnSdCOP  jouSdCTE petac oacrylate propionate
2128 o]z 741210 2746 O
r 27414 dCIMP nodChE
2746 Ot > 27174 O Decxyeytidine
wor| DPDD DHPD UPB1D
34.1.12 3135
[——
36112 31380
35430 0
( 36123 2433
Denxgnuridine
dUDF 2421
el —r0 2749 o) 27121 o}
36139 AP TEE 242 o ¥ ir™
. 1 3 ég f 5-Methybaiturate
Ca— 352 wo— 35105 o—————— =
[L1741] [2.1.1.45][ 21 1148] MNGIE [ 0w -ureids. Wethybualonate |
3135 isobutyrate |
OupF 31389 \ v
dTTP dTD) 27.40 ‘( ; IN.2.6 i 1
O ————0 2746 o _"‘oq—“—o“‘_ld——"o - »Oo— 3522 3316 O——t»| Jallne euche and
DHA 3615 2424 T’Th W FETE] g TR) 3 Uit (R).3 i
3615 y thyoane wobutyrate sobutyrate
36139
3619 2-Decory-D-tihose-1P

Obr. 3: Mapa pyrimidinového metabolismu s barevné vyznacenymi enzymy (zluté) podilejicimi se na vzniku vybranych DMP. Ramecky oznaduji enzymovy/é defekt/y spojeny/é
S ptislusnou poruchou (Tab. 2). Zdroj: KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
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2.2.3 Dédi¢né poruchy metabolismu kreatinu

Kreatin neboli N-methylguanidinoctova kyselina je dusikata latka syntetizujici
se ze dvou aminokyselin — argininu a glycinu. Vyznamnou funkci kreatinu je jeho ucast
pii metabolismu svalové tkané. V klidovém stavu dochazi k jeho reverzibilni fosforylaci
za spotteby ATP. Produktem reakce je kreatinfosfat a adenosindifosfat (ADP). Pti zvySené,
resp. intenzivni svalové ¢innosti pak kreatinfosfat slouzi jako pohotovostni jednotka
pro tvorbu vysoce energetického fosfatu — ATP. Reakce jsou v obou smérech katalyzované
kreatinkinasou (EC 2.7.3.2). Malé mnozstvi kreatinu a kreatinfosfatu vSak podstupuje
ireverzibilni neenzymatickou reakci (samovolnou dehydrataci a cyklizaci), pfi niz vznika
kreatinin, ktery jiz nemutze byt fosforylovan. Kreatinin je vylu¢ovan moc¢i jakozto koneény
produkt kreatinu a kreatinfosfatu (Koolman and Roehm, 2005; Kodicek et al., 2015).

K syntéze kreatinu dochdzi ve dvou krocich. V prvni enzymové reakci,
kterou katalyzuje argininglycinamidinotransferasa (AGAT, EC 2.1.4.1), dochazi k pienosu
guanidinové skupiny argininu na glycin, ¢imz vznika guanidinoacetat. Ten je v dalsi fazi
methylovan pomoci guanidinoacetatmethyltransferasy (GAMT, EC 2.1.1.2) a koenzymu
AdoMet, coz vede k syntéze kreatinu (Koolman and Roehm, 2005). Kreatin je diky vysoké
aktivité¢ enzymt AGAT a GAMT syntetizovan v ledvinéch, pankreatu a jatrech. Do mozku,
srdce a svall, kde je nejvice vyuzivan, se pfenasi krevnim fe¢istém pomoci Na™ a CI
dependentniho pienasecée kreatinu (CRTR) (Stockler-Ipsiroglu and Salomons, 2008).

V dnesni dob¢ jsou znamy 3 poruchy metabolismu kreatinu tykajici se bud’ samotné
syntézy kreatinu, anebo jeho transportu. Intermedidty metabolismu kreatinu, diagnostické
biomarkery DMP a odpovidajici defektni enzymy/pfenase¢ jsou shrnuty v Tab. 3.

Mezi poruchy syntézy kreatinu se fadi autosomalné recesivni deficit AGAT a deficit
GAMT. Deficit AGAT (AGATD; Stockler-Ipsiroglu et al., 2015) je zodpovédny
za snizenou produkci guanidinoacetatu a nasledn¢ kreatinu, coZ se odrazi na jejich snizenych
hladinach v plasmé a mo¢i (Tab. 3). Pomér kreatin/kreatinin je v mo¢i pacientti V normé.
Avsak v mozku je kreatin takika nedetekovatelny, dusledkem ¢ehoz dochazi k porucham
nervového a pohybového systému. Klasickymi projevy onemocnéni jsou mentalni retardace,
opozdény vyvoj a myopatie (Stockler-Ipsiroglu et al., 2015; Ficicioglu, 2017).

Pii deficitu GAMT (GAMTD; Stockler-1psiroglu and Salomons, 2008) je na rozdil
od AGATD hladina guanidinoacetatu v télnich tekutinach zvysena, zatimco hladina kreatinu
snizend (Tab. 3). Pomér kreatin/kreatinin v mo¢i pacientu je taktéz v normé (Ficicioglu,
2017). Mozek postradajici kreatin ztraci fadu fyziologickych funkci, stejné jako je
tomu u AGATD. Jedna se zde piedevsim o hypotonii, hyperkinetické pohyby, tfes hlavy,

zastavu vyvoje a tézkou mentalni retardaci (Stéckler-1psiroglu and Salomons, 2008).
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Posledni porucha metabolismu kreatinu — X-vazany recesivné dédi¢ny deficit
ptrenaSece kreatinu (CRTR-D; Stockler-Ipsiroglu and Salomons, 2008) — se tyka poruchy
transportu kreatinu. Diagnostika této choroby je zalozena na detekci zvySeného poméru
kreatin/kreatinin v mo¢i (Tab. 3) a zaroven poklesu hladiny kreatinu v mozku. Vaznéjsi
klinické piiznaky jsou zaleZitosti vylu¢né muzi — hemizygotu. Objevuje se U nich napf.
mentalni retardace, opozdény vyvoj, expresivni porucha feci, porucha jazyka, epilepsie
nebo autistické chovéani. U heterozygotnich Zen se mohou projevit jen mirné poruchy
kognitivnich funkci (Wang et al., 2018).

27



Tab. 3: Vybrané dédi¢né poruchy metabolismu kreatinu a jejich mocové biomarkery zahrnuté ve vyvinuté metodé.

Zkratka

Onemocnéni ., Mutovany gen Enzym/prenasec EC Diagnosticky biomarker
onemiocneni
Deficit AGAT AGATD GATM _ Mitochondrialni 2.14.1 Guanidinoacetat
argininglycinamidinotransferasa Kreatin
Deficit GAMT GAMTD GAMT Guanidinoacetatmethyltransferasa 2112 Guarllé?égf[)i?]cetat
Deficit penasece kreatinu CRTR-D SLC6A8 Na”a CI" dependentni pfenased - Kreatin

kreatinu

28



2.2.4 Dédi¢né poruchy cyklu mocoviny

Mocovina — odpadni dusikaty produkt ureotelnich Zivoéichti — je syntetizovana
metabolickym pochodem oznacovanym jako mocovinovy (ornithinovy) cyklus (Kodicek
et al., 2015). Funkce této metabolické drahy, odehravajici se prakticky neptetrzité v jatrech,
spo¢iva v odstranéni piebyte¢ného dusiku. Ten je v lidském téle pFitomen ve formé
amoniaku, eventualn¢ dalSich dusikatych derivati, jez jsou pro télo toxické. Cyklus
mocoviny v8ak zajiStuje jejich pfeménu na netoxicky produkt, mo¢ovinu (Leonard, 2008).
Z fyzikalné-chemického hlediska se jedna o malou, nenabitou, ve vod¢ rozpustnou
molekulu, diky ¢emuz jednoduSe prochazi skrze membrany. Toho vyuZziva pfi transportu
z jater, odkud putuje krevnim fecistém do ledvin, v nichz je glomerularni filtraci prevedena
do moce (Vodrazka, 1996; Koolman and Roehm, 2005).

Mocovinovy cyklus je charakterizovan sledem 5 enzymovych reakci. K prvnimu
kroku dochézi v matrix mitochondrii, v niz je diky dekarboxyla¢nim reakcim uvoliiovan
oxid uhli¢ity. Ten je ve formé& bikarbonatu a NHs" — koneéného produktu metabolismu
pyrimidini — vyuzit k tvorbé karbamoylfosfatu (CP) (Vodrazka, 1996; Koolman
and Roehm, 2005). Vramci druhé reakce je karbamoylova skupina CP pienesena
na aminoskupinu ornithinu, ¢imz dochazi ke vzniku citrulinu. Ten je posléze pienesen
do cytosolu pomoci antiportniho pienasece. V tfetim kroku dochazi ke kondenzaci citrulinu
s aspartatem za vzniku argininosukcinatu, ktery je v dalsi enzymove reakci §tépen za vzniku
argininu a fumaratu. Dulezitou roli hraje vznik fumaratu, nebot’ se jako meziprodukt
mocovinového cyklu dostava do Krebsova cyklu a postupné je pfeménén na aspartat, tolik
nezbytny pro pribéh dalsiho cyklu mocoviny. V poslednim kroku vznikaji hydrolytickym
St€penim argininu isomocovina a ornithin, jenZ je nasledné pfenesen pomoci translokasy
do matrix mitochondrie a cely cyklus mocoviny je tim wuzavien. Isomocovina
je neenzymatickou cestou pfeménéna na mocovinu a ta je z téla vylu¢ovana moci (Vodrazka,
1996; Kodicek et al., 2015).

Pro kazdy enzym mocovinového cyklu je v soucasné dobé zndma metabolicka
porucha. Intermediaty mo¢ovinového cyklu (diagnostické biomarkery DMP) a odpovidajici
defektni enzymy/ptenase¢ jsou shrnuty v Tab. 4. Metabolicka mapa na Obr. 4 zobrazuje
lokalizaci patofyziologie v mocovinovém cyklu.

Pro vsSechny poruchy mocovinového cyklu je charakteristickd hyperamonémie,
Ktera se muze vyskytovat v riznych formach lisicich se zavaznosti klinickych disledk.
Tézka forma nastupuje jiz v prvnich dnech Zivota a klinicky se manifestuje napf. odmitanim
krmeni, zvracenim, hypotonii, podrazdénosti, zdchvaty, podchlazenim, letargii, spankovou

apnoe ¢i smrti. Pozdni nastup je obvykle spjat s leh¢im prabéhem (Summar and Mew, 2018).
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Koncentrace aminokyselin v télnich tekutinach je nad enzymatickym defektem
zvySena, oproti tomu pod defektem snizena. U v§ech poruch dochazi k akumulaci glutaminu
v plasm¢ (Leonard, 2008). Ten vznikd v dusledku detoxikace amoniaku v mozkovych
astrocytech za katalyzy glutaminsynthetasy (EC 6.3.1.2). Glutamin pasobi na astrocyty
toxicky. Ma tim na svédomi vznik jejich otoku, coz vyustuje ve zmény Vv glutamatergické
neurotransmisi a ve vznik fady neurologickych poruch s vysokou umrtnosti (Diez-Fernandez
and Haberle, 2017).

Vhodnou terapii téchto onemocnéni muze byt napi. nizkobilkovinna dieta
(za soucasné suplementace esencialnich aminokyselin), dopliovani deficitnich zivin
(arginin, citrulin), uzivani 1€kt pro alternativni cestu odstranéni dusiku (benzoat sodny,
fenylbutyrat sodny, fenylacetat sodny, glycerol-fenylbutyrat) a hemodialyza. V jistych
ptipadech miize byt nejlepsim feSenim transplantace jater (Leonard, 2008; Diez-Fernandez
and Haberle, 2017).

Nejcastéjsi poruchou cyklu mocoviny je X-vazany deficit ornithintranskarbamylasy
(OTCD; Choi et al., 2015). Zde vézi duvod, pro¢ se netvofi intermediaty (citrulin, arginin)
mocovinového cyklu, coz ma dopad na vyrazny pokles jejich koncentrace v plasmé. V moci
se hromadi kyselina orotova vznikajici z nevyuzitého CP, jenz vstupuje do de novo syntézy
pyrimidint (kapitola 2.2.2). Z hromadiciho se lysinu v cytoplazmé vznika homocitrulin,
jehoz zvysenou hladinu v moci pfi onemocnéni lze taktéz zaznamenat (Tab. 4) (Leonard,
2008; Lichter-Konecki, 2017; Wild et al., 2019).

Onemocnéni zvaneé citrulinémie 1. typu (CTLN1;, Summar and Mew, 2018)
je charakterizovano nékolikanasobné zvySenou hladinou citrulinu a zaroven nizkou
koncentraci argininu v plasmé. V mo¢i pacientt Ize odhalit vyssi koncentraci kyseliny
orotove (Tab. 4) (Héberle and Rubio, 2014).

Dals$im onemocnénim mocovinového cyklu je argininosukcinatova acidurie (ASA;
Erez et al., 2011). Nasledkem defektu se v mo¢i kumuluji argininosukcinat a kyselina
orotovd (Tab. 4). Dale se onemocnéni projevuje zvySenou koncentraci Ccitrulinu,
avsak na druhou stranu i snizenim hladiny argininu v plasmé (Héberle and Rubio, 2014).

Pii hyperargininemii (ARG; Scaglia and Lee, 2006) se v plasmé& pacientti hromadi
arginin, v moci pak kyselina orotova (Tab. 4) (Lichter-Konecki, 2017).

Nejvzacngjsi poruchou cyklu mocoviny je HHH (hyperornithinémie, hyperamonémie,
homocitrulinurie) syndrom, znamy téz jako deficit prfenasece ornithinu (ORNT1D; Wild
et al., 2019). Pti ném dochazi ke kumulaci ornithinu v plasmé (hyperornithinémie). Kromé
kyseliny orotové je vmoc¢i (Tab. 4) vyrazné zvySena hladina homocitrulinu

(homocitrulinurie) (Haberle and Rubio, 2014; Wild et al., 2019).
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Tab. 4: Vybrané dédi¢né poruchy cyklu mocoviny a jejich mocové biomarkery zahrnuté ve vyvinuté metodé.

Onemocnéni Zkratkav , Mutovany gen Enzym EC Diagnosticky biomarker
onemocnenit

Deficit Mitochondrialni Kyselina orotova
ornithintranskarbamylasy OTCD oTC ornithintranskarbamylasa 2.133 Homocitrulin

Citrulinémie I. typu CTLN1 ASS1 Argininosukcinatsynthetasa 1 6.3.4.5 Kyselina orotova

Argininosukcinatova acidurie ASA ASL Argininosukcinatlyasa 4321 Arg|n|_nosukcma,t

Kyselina orotova

Hyperargininémie ARG ARG1 Arginasa 1 3.5.3.1 Kyselina orotova

Deficit pienaSece ornithinu, ORNTLD SLC25A15 M',tOChannaer" ) i Kyselina _orot_ova
HHH syndrom ornithinovy prenasec 1 Homaocitrulin
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Obr. 4: Metabolicka mapa cyklu mocoviny S barevné vyznadenymi enzymy (Zluté) podilejicimi se na vzniku vybranych DMP. Ramecky oznacuji enzymovy defekt spojeny

s ptislusnou poruchou (Tab. 4). Zdroj: KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
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2.2.5 Dédiéné metabolické poruchy souvisejici s vylu¢ovanim glycinovych
konjugati

Konjugaty glycinu s estery acyl-CoA (acylglyciny) se fadi mezi diagnostické biomarkery
DMP mitochondriélni B-oxidace mastnych kyselin s kratkym a stfednim fetézcem, poruch
metabolismu aminokyselin s rozvétvenym fetézcem ¢i organickych acidémii (Hobert et al.,
2016; Nie et al., 2018). Acylglyciny vznikaji pfevazné v jatrech transesterifikaci estert
acyl-CoA sglyciny, a to za ucasti mitochondrialni acyltransferasy, glycin-N-acylasy
(EC 2.3.1.13) (Gregersen et al., 1986; Costa et al., 2000).

Pii poruchach B-oxidace a katabolismu aminokyselin s rozvétvenym fetézcem
nedochazi k degradaci toxického acyl-CoA, s ¢imz je spojeno jeho nasledné hromadéni
vorganismu. Kjeho odstranéni se vyuziva alternativnich metabolickych drah,
kupt. konjugace acyl-CoA s glycinem, Kkarnitinem nebo kyselinou glukoronovou,
coz rezultuje ve vznik polarnich konjugatt, které lze vyloudit moc¢i. Analyza jednotlivych
konjugatd pfitomnych v plasmé a moci patii mezi cenny nastroj v diagnostice DMP (Costa
et al., 2000; Hobert et al., 2016).

Poruchy pg-oxidace

Odbouravanim lipid vznikaji volné mastné kyseliny (MK), jeZ jsou ve své aktivni formé
(acyl-CoA) ptenaseny pomoci karnitinu do mitochondrii, kde se za pomoci specifickych
enzymu UGcastni p-oxidace. Predtim jsou volné mastné Kkyseliny esterifikovany
s koenzymem A (CoA) za katalyzy acyl-CoA-ligasy (EC 6.2.1.3) (Masopust a Prusa, 1999;
Kodicek et al., 2015).

Bé&hem B-oxidace — aerobniho procesu degradace mastnych kyselin — dochazi v ramci
4 enzymovych reakci ke zkréaceni acyl-CoA vzdy o 2 uhlikové atomy a zaroven ke vzniku
acetyl-CoA a vysokoenergetického fosfatu, ATP. Veétsi ¢ast acetyl-CoA vstupuje
do Krebsova cyklu, mensi ¢ast je v jatrech pfeménéna na ketolatky. Zkraceny acyl-CoA
vstupuje do dalSiho kola procesu degradace mastnych kyselin, dokud neni zcela rozlozen
(Ledvina et al., 2005). Ve vyjimeénych piipadech (nenasycené mastné kyseliny, kyseliny
s velmi dlouhym nebo rozvétvenym fetézcem, kyseliny s lichym poctem uhlikd) probiha
modifikovana B-oxidace, do niz jsou zapojeny dalsi specifické enzymy (Ledvina et al., 2005;
Kodicek et al., 2015).

V prvnim kroku B-oxidace dochézi k dehydrogenaci nasyceného acyl-CoA v beta
poloze katalyzujici acyl-CoA dehydrogenasa, jenz je zvlast’ specificka pro kratké (SCAD,
z angl. short-chain acyl-CoA dehydrogenase, EC 1.3.8.1), stfedn¢ dlouh¢ (MCAD, z angl.
medium-chain acyl-CoA dehydrogenase, EC 1.3.8.7), dlouhé (LCAD, z angl. long-chain

33



acyl-CoA dehydrogenase, EC 1.3.8.8.) a velmi dlouhé fetézce (VLCAD, zangl. very
long-chain acyl-CoA dehydrogenase, EC 1.3.8.9). Hydrogenace v poloze beta zaptic¢inuje
vznik dvojné vazby mezi druhym a tfetim uhlikem, ¢imz dochazi ke vzniku nenasyceného
enoyl-CoA. Ten vstupuje do druhé reakce Kkatalyzované enoyl-CoA-hydratasou
(EC 4.2.1.17). Jejim pusobenim dochazi k adici vody na nové vytvoienou dvojnou vazbu
zavzniku hydroxylové skupiny. Vyslednym produktem reakce je 3-hydroxyacyl-CoA,
jenz podstupuje v dalsim kroku dehydrogenaci zprostiedkovavajici 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenasa (EC 1.1.1.35). Produkt této reakce — 3-oxoacyl-CoA — se podrobuje thiolyze
katalyzujici thiolasa (EC 2.3.1.16) za vzniku finalniho produktu — acetyl-CoA a nasyceného
acylu kratsiho o dva uhliky (Ledvina et al., 2005; Spiekerkoetter and Wood, 2010).

Vrozené defekty B-oxidace se fadi do skupiny neurometabolickych onemocnéni.
Poruchy se mohou projevit v rizném véku, pficemz jejich klinické projevy mohou byt
rozmanité. Charakteristickym znakem téchto poruch jsou epizodické symptomy,
které se projevuji zejména pii hladovéni, stresu nebo ¢asoveé naroéném cviceni. Tyto situace
znemoznuji mitochondridlni schopnost oxidovat mastné kyseliny, coz vede ke vzniku
hypoglykemickych zachvati (energie je ziskavana prostiednictvim glykolyzy, ¢imz hladina
glukosy v krvi klesa), rhabdomyolyzy, kardiomyopatie, metabolické acidézy nebo jaterni
dysfunkce. Klinické ptiznaky u novorozencl jsou c¢asto spjaty s Vvirovou nakazou,
pii které klesa intenzita krmeni, takze se kojenci ¢asto dostavaji do stavu hladovéni. Pokud
neni porucha véasné diagnostikovana, mize vést az ke smrti, popi. K ireverzibilnim
neurologickym nasledktiim (Kompare and Rizzo, 2008; Spiekerkoetter and Wood, 2010).

Specifické konjugéaty acyl-CoA s glyciny plni funkci diagnostickych biomarkert
nékterych onemocnéni B-oxidace. Ty jsou spolu s pfislusnymi defektnimi enzymy
jednotlivych poruch shrnuty v Tab. 5. Metabolicka mapa na Obr. 5 zobrazuje lokalizaci
patofyziologie vybranych poruch p-oxidace.

Deficit SCAD (SCADD; Merritt et al., 2018) se projevuje zvySenou hladinou
butyrylkarnitinu v plasmé¢, v mo¢i pacientl jsou zvySené hladiny butyrylglycinu (Tab. 5)
a kyselin ethylmalonové, maselné, methyljantarové, adipové, suberové a sebakové (Harding,
2017; Merritt et al., 2018).

Pro deficit MCAD (MCADD; Harding, 2017) je charakteristicka zvySena koncentrace
acylkarnitint v plasmé¢  (hexanoylkarnitin,  oktanoylkarnitin, = dekanoylkarnitin,
dekenoylkarnitin) a  acylglycint  vmoc¢i  (propionylglycin,  hexanoylglycin,

fenylpropionylglycin, suberylglycin) (Tab. 5) (Harding, 2017; Merritt et al., 2018).
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Tab. 5: Vybrané poruchy B-oxidace souvisejici s vyluéovanim glycinovych konjugti a jejich mocové biomarkery zahrnuté ve vyvinuté metodé.

Onemocnéni Zkratkav , Mutovany gen Enzym EC Diagnosticky biomarker
onemocneni
Deficit acyl-CoA Mitochondrialni acyl-CoA
dehydrogenasy mastnych SCADD ACADS dehydrogenasa mastnych 1.38.1 Butyrylglycin
kyselin s kratkym fetézcem kyselin s kratkym fetézcem
Deficit acyl-CoA ] Mitochondridin acyl-CoA Propionylglyc?n
dehydrogenasy mastnych MCADD ACADM dehydrogenasa mastnych kyselin 1.3.8.7 Hexanoylglycin

kyselin se stiedn¢ dlouhym
fetézcem

se stfedné dlouhym fetézcem

Fenylpropionylglycin

Suberylglycin
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Obr. 5: Metabolicka mapa B-oxidace s barevné vyznadenymi enzymy (zlut) podilejicimi se na vzniku
vybranych DMP. Ramecky oznacuji enzymovy defekt spojeny s piislusnou poruchou (Tab. 5).
Zdroj: KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
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Poruchy metabolismu aminokyselin s rozvétvenym ietézcem

Aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (BCAA, z angl. branched-chain amino acids)
zahrnuji valin, leucin a isoleucin. Jednd se o esencialni aminokyseliny, které jsou
nepostradatelné napt. pro syntézu dusikatych sloucenin anebo regulaci metabolismu
sacharidd, lipida a proteint.

Katabolicka drdha zminénych BCAA zahrnuje 3 spoleéné kroky. V prvni enzymové
reakci dochazi k reverzibilni transaminaci aminokyselin zprostiedkované aminotransferasou
aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (BCAT, zangl. branched-chain amino acid
aminotransferase, EC 2.6.1.42), ktera zpusobuje ztratu aminoskupiny. Produktem pfemény
jsou 2-oxokyseliny, konkrétné tedy 3-methyl-2-oxobutanoat (degradace valinu),
4-methyl-2-oxopentanoat (degradace leucinu) a 3-methyl-2-oxopentanoat (degradace
isoleucinu). Ve druhém kroku podléhaji dehydrogenaci a dekarboxylaci za katalyzy
enzymového komplexu dehydrogenasy 2-oxokyselin s rozvétvenym fetézcem (BCKDC,
z angl. branched-chain 2-keto acid dehydrogenase complex, EC 1.2.1.25). Vyslednym
produktem je piislu$ny acyl-CoA, zkréceny z pivodni délky o 1 uhlik, ktery v poslednim
kroku podléha dehydrogenaci zavzniku nenasyceného acylu. Tento mechanismus
se uplatiuje také pii B-oxidaci. Finalnim produktem degradace valinu je sukcinyl-CoA,
degradace leucinu 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (z né&j vznikajici acetoacetat
a acetyl-CoA) a degradace isoleucinu propionyl-CoA (z né&j vznikajici sukcinyl-CoA)
a acetyl-CoA. Acetyl-CoA a sukcinyl-CoA jsou vyuzity v Krebsové cyklu (Ledvina et al.,
2005; Nie et al., 2018).

Poruchy metabolismu BCAA jsou spojeny s akumulaci organickych kyselin v télnich
tekutinach, dusledkem ¢ehoz je narusena acidobazicka rovnovaha. Typickym symptomem
téchto poruch je mimo jiné progresivni encefalopatie, krom toho muiZze byt zasaZzena funkce
pohybového, nervoveho, traviciho ¢i cévniho systému (Villani et al., 2017).

Pro nékteré poruchy metabolismu BCAA plni funkci diagnostickych biomarkert
specifické konjugaty acyl-CoA s glyciny, jez jsou spolu s pfislusSnymi defektnimi enzymy
shrnuty v Tab. 6. Lokalizaci patofyziologie vybranych poruch metabolismu BCAA
predklada metabolickd mapa na Obr. 6.

Poruchy metabolismu BCAA spadaji do t¥id organickych acidurii. Vibec
prvni popsanou acidurii leucinového katabolismu byla isovalerova acidurie (IVA; Villani
etal., 2017). Konsekvenci enzymového defektu je akumulace derivati isovaleryl-CoA
v plasm¢ amoci (isovalerylglycin, isovalerylkarnitin, kyselina 3-hydroxyisovalerova)
(Tab. 6). Pfiakutnim onemocnéni vznika charakteristicky zapach moci ,$pinavych
ponozek®, za ktery je zodpovédna v moci pfitomna volna kyselina isovalerova. U jinych
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organickych acidurii neni tento zapach piitomny, jelikoz se nekonjugovana kyselina
isovalerova nevylucuje moci v tak znatném mnozstvi. Onemocnéni muze byt smrtelné,
proto je véasna diagnostika a nastaveni 1é¢by zivotné dulezité. Pti v€asném zachyceni
nemoci je pacientovi pifedepsana dieta somezenym piijmem bilkovin (Vockley
and Ensenauer, 2006).

Vyznamnym onemocnénim katabolismu leucinu je deficit 3-methylkrotonyl-CoA
karboxylasy (MCCD; Stadler et al, 2006). Vmo¢i pacienta se kumuluji
3-methylkrotonylglycin (Tab. 6) a kyselina 3-hydroxyisovalerova. V plasmé se zvySuje
hladina 3-hydroxyisovalerylkarnitinu (3-HIVA-C). Klinické projevy onemocnéni jsou rizné
zavazné. Jsou znamy piipady zcela bezpfiznakovych jedinct, le€ ijedinct s poruchami
psychomotorického vyvoje, potazmo nervoveho systému (Stadler et al., 2006).

Deficit 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyasy (HMGCLD; Grinert et al., 2017) —
vzacnd porucha degradace leucinu a syntézy ketonti — je asociovan s akumulaci
3-methylkrotonylglycinu  a  kyselin  3-hydroxyisovalerové,  3-methylglutakonové
a 3-hydroxy-3-methylglutarové v moc¢i (Tab. 6). V krvi pacienti se hromadi zejména
3-hydroxyisovalerylkarnitin a 3-methylglutarylkarnitin. Pacienti jsou nachylni k zavaznym
metabolickym dekompenzacim s hypoketotickou hypoglykémii a metabolickou acid6zou.
Pokud neni onemocnéni zavéas diagnostikovano a lé¢eno, rozviji se trvalé neurologické
poskozeni, koncici neztidka i smrti (Griinert et al., 2017).

Dalsi poruchou — zasahujici katabolismus isoleucinu a metabolismus ketond —
je deficit beta-ketothiolasy (BKTD; Law et al., 2015). Ten muze byt diagnostikovan
na zakladé kumulujiciho se butanonu, 2-methylacetoacetéatu, 2-methyl-3-hydroxybutyratu
atiglylglycinu v moc¢i (Tab. 6). V krvi pacienti je mozné odhalit zvySeni hladin
2-methyl-3-hydroxybutyrylkarnitinu a tiglylkarnitinu. Klinicky se onemocnéni projevuje
tézkou ketoacidozou u déti ve véku 6-24 mesicu. VEasnou diagnostikou I1ze metabolickou
dekompenzaci u¢inné zvratit infuzi glukozy a naslednym omezenim bilkovin (Law et al.,
2015).

Vyznamnym onemocnénim Katabolismu valinu je deficit isobutyryl-CoA
dehydrogenasy (IBDD; Santra et al., 2017). P#i enzymovém nedostatku se hromadi
butyrylkarnitin a isobutyrylkarnitin v plasm¢ a isobutyrylglycin v moci (Tab. 6).
Onemocnéni je velmi vzacné, vétSina pacienti je klinicky asymptomatickd, mtize se ovSem
vyjimecné objevit napt. ketoticka hypoglykémie (Santra et al., 2017).

Charakteristickym rysem deficitu acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin
s kratkym/rozvétvenym fetézcem (SBCADD; Porta et al., 2019) je nahromadéni

2-methylbutyrylglycinu v moc¢i (Tab. 6) a 2-methylbutyrylkarnitinu v krvi. Analyzou
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karnitini pfi novorozeneckém skriningu lze detekovat zvySenou koncentraci C5-karnitinti
(isovalerylkarnitin, 2-methylbutyrylkarnitin, pivaloylkarnitin) v plasmé. Onemocnéni
probihad téméf asymptomaticky, vzacné se manifestuje napi. opozdénym vyvojem (Porta
etal., 2019).

Vzacnou  poruchou  metabolismu isoleucinu  je  X-vazany  deficit
2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenasy (MHBDD; Ofman et al.,, 2003).
Diagnostiku ~ onemocnéni  lze provadét na zakladé zvySené koncentrace
2-methyl-3-hydroxybutyratu v télnich tekutinach. Abnormalni je taktéz zvySena hladina
tiglylglycinu v mo¢i (Tab. 6). Klinicka prezentace projevii se muze vyznacovat velkou
heterogennosti. Klasickd détska forma onemocnéni je charakterizovina progresivnim
neurodegenerativnim pribéhem s retinopatii a kardiomyopatii, coz ma za nasledek smrt
(Gilbert-Barness and Farell, 2017; Stepien et al., 2018).

Smrtelnou poruchou metabolismu propionatu — intermediatu katabolismu valinu
a isoleucinu — je methylmalonova acidurie (MMA; Horster and Hoffmann, 2004). V télnich
tekutinach pacient se krom¢ kyselin methylmalonové a 3-hydroxypropionové kumuluje
2-methylcitrat a tiglylglycin (Tab. 6) (Villani et al., 2017). V prvnich letech Zivota s touto
chorobou se dostavuje akutni Zivot ohrozujici metabolicka krize, pacienti trpi metabolickou
acidozou, hyperamonémii, hyperglycinémii a hypoglykémii. Klinicky se onemocnéni
manifestuje napf. dychacimi potiZemi, progresivni zménou védomi, svalovou hypotonii
a rendlni insuficienci (Horster and Hoffmann, 2004).

Extrémné vzacnd forma methylmalonové acidurie zpisobené deficitem
methylmalonyl-CoA epimerasy (MCEED; Waters et al., 2016) se projevuje zvySenou
kocentraci kyseliny methylmalonové, kyseliny 3-hydroxypropionové, 2-methylcitratu
a propionylglycinu v télnich tekutinach (Tab. 6). Klinické projevy onemocnéni jsou stejné
jako u MMA (Waters et al., 2016, Villani et al., 2017).
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Tab. 6: Vybrané poruchy metabolismu BCAA souvisejici s vylu¢ovanim glycinovych konjugati a jejich mo¢ové biomarkery zahrnuté ve vyvinuté metodé.
L Zkratka Mutovany Diagnosticky
Onemocneni . Enzym EC .
onemocnéni gen biomarker
e Mitochondrialni .
Isovalerova acidemie IVA IVD isovaleryl-CoA dehydrogenasa 1.3.84 Isovalerylglycin
o ) MCCA Mitochondriélni alfa a beta podjednotky i )
Deficit 3-methylkrotonyl-CoA karboxylasy MCCD MCCB 3-methylkrotonyl-CoA Karboxylasy 6.4.1.4  3-Methylkrotonylglycin
- Mitochondrialni .
Deficit 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyasy HMGCLD HMGCL 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyasa 4.1.3.4  3-Methylkrotonylglycin
- . Mitochondrialni . .
Deficit beta-ketothiolasy BKTD ACAT1 2-methylacetoacetyl-CoA thiolasa 2.3.1.9 Tiglylglycin
o Mitochondrialni .
Deficit isobutyryl-CoA dehydrogenasy IBDD ACADS isobutyryl-CoA dehydrogenasa 1.3.99.- Isobutyrylglycin
. . Mitochondrialni acyl-CoA
Deflcq acyl—(}oA dehydtogengsyvma}stnych SBCADD ACADSB dehydrogenasa mastnych kyselin 1.3.99.12 2-Methylbutyrylglycin
kyselin s kratkym/rozvétvenym fetézcem s y R
s kratkym/rozvétvenym fetézcem
Deficit Mitochondrialni
) o i MHBDD HADH?2 2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA 1.1.1.178 Tiglylglycin
2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenasy dehydrogenasa
L Mitochondriélni . .
Methylmalonova acidurie MMA MUT methylmalonyl-CoA mutasa 5.4.99.2 Tiglylglycin
Methylmalonova acidurie zptisobena deficitem Mitochondrialni . .
methylmalonyl-CoA epimerasy MCEED MCEE methylmalonyl-CoA epimerasa 51991 Propionylglycin
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Obr. 6: Metabolicka mapa degradace BCAA s barevné vyznacenymi enzymy (zluté€) podilejicimi se na vzniku
vybranych DMP. Ramecky oznacuji enzymovy defekt spojeny s piislusnou poruchou (Tab. 6).
Zdroj: KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
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2.2.6 Dédi¢né metabolické poruchy spojené s vylucovanim N-acetylovanych
derivati aminokyselin

N-acetylované  derivaty  aminokyselin  vznikaji  cestou degradace proteind,
kterou zprostifedkovava velky komplex, tzv. ATP-ubiquitin-dependetni proteasom. Proteiny
jsou nejdiive degradovany na peptidy, znichz N-acetylované peptidy jsou vzapéti
roz§tipnuty acylpeptidhydrolasou (EC 3.4.19.1), a to za vzniku N-acetylovanych derivata
aminokyselin a zkracenych volnych peptida. Za fyziologického stavu je N-acetylovany
derivat aminokyseliny hydrolyzovan za ucasti aminoacylasy, coz vede ke vzniku acetatu
a volné¢ aminokyseliny. Aminokyseliny jsou timto zpisobem recyklovany a vyuzivany
k tvorb¢é novych proteini (Van Coster et al., 2005). Pii defektu aminoacylasy nedochazi
k deacetylaci N-acetylovanych derivati specifickych aminokyselin, jez se diky
tomu akumuluji v moci. Jejich detekce a analyza je nezbytnd pro stanoveni diagnosy
nékterych DMP (Tab. 7) (Sommer et al., 2011).

Deficit aminoacylasy 1 (ACY1D, Sommer et al., 2011) znemoziuje deacetylaci
N-acetylovanych derivati aminokyselin glycinu, alaninu, valinu, leucinu, isoleucinu,
threoninu, serinu, glutaminu, asparaginu, methioninu a Kkyseliny glutamové,
které se nasledkem enzymového defektu hromadi v moci (Tab. 7) (Van Coster et al., 2005;
Sommer et al., 2011). U pacientd se vyskytuji heterogenni neurologické symptomy,
jimiz kromé snizené psychomotoriky mohou byt i epileptickeé zachvaty a mentalni retardace.
ACY1D byl shledan rovnéz u pacienta s autistickym chovanim (Tylki-Szymanska et al.,
2010; Sommer et al., 2011).

Deficit aminoacylasy 2 (ACY2, EC 3.5.1.15), téZ oznacované jako aspartoacylasa
(ASPA), zpisobuje Canavanovu chorobu (CD; Sommer et al., 2011). Kvuli enzymového
defektu neni N-acetylaspartat deacetylovan, s ¢imz je spojena jeho kumulace v mogci
(Tab. 7). CD se tadi mezi leukodystrofie, tj. neurodegenerativni onemocnéni, které byva
Casto smrtelné pro déti. Emblematickym projevem této poruchy je degenerace mozku,
Vv ndvaznosti na niz se rozviji psychomotoricka regrese, spasticita, svalova hypotonie

a zavazné poskozeni zraku (Sass et al., 2006; Sommer et al., 2011).
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Tab. 7: Vybrané DMP spojené s vylu¢ovanim N-acetylovanych aminokyselin a jejich mo¢ové biomarkery zahrnuté ve vyvinuté metodeé.

Onemocnéni Zkratkav , Mutovany gen Enzym EC Diagnosticky biomarker
onemocnenit
N-Acetylvalin
Deficit aminoacylasy 1 ACY1D ACY1 Aminoacylasa 1 3.5.1.14 N-Acetylleuqn
N-Acetylserin
N-Acetylglutamin
Canavanova choroba CD ACY2 Aminoacylasa 2 3.5.1.15 N-Acetylaspartat
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2.2.7 Ostatni dédi¢né metabolické poruchy

V ptedchozich kapitolach bylo ptedstaveno 34 vybranych poruch zasahujicich
do nejvyznamnéjSich metabolickych déji lidského organismu. Ostatni poruchy dotykajici
se riznych metabolickych drah jsou shrnuty v Tab. 8. Jedna se napt. 0 poruchy metabolismu
aminokyselin (hawkinsinurie, tyrosinémie L. typu), poruchy metabolismu koenzymu (deficit
molybdenového kofaktoru, typ A, B, C), poruchy metabolismu uhlovodiki
(Fanconi-Bickeliv syndrom, galaktosémie) anebo lysosomalni poruchy (infantilni

cystinoza, nemoc Salla).
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Tab. 8: Ostatni DMP a jejich mogové biomarkery zahrnuté ve vyvinuté metodg.

Onemocnéni Zkratkav ’ Mutovany Enzym EC le_:lgnOStICky Literatura
onemocnéni gen biomarker
PORUCHY METABOLISMU AMINOKYSELIN
Hawkinsinurie HAWK HPD 4-hydroxyfenylpyruvétdioxygenasa ~ 1.13.11.27 Sukcinylaceton H OYr\;ie'C;ne; Siﬁﬁeﬁ 82101 .
Hyperlysinémie Mitochondrialni 15.1.8 N Hoffmann, 2008
a saccharopinurie SDH AASS 2-aminoadipatsemialdehydsynthasa 15.1.9 Homocitrulin Goodman and Duran, 2014
Tyrosinémie I. typu HT1 FAH Fumarylacetoacetathydrolasa 3.7.1.2 Sukcinylaceton Baydakova et al., 2019
PORUCHY METABOLISMU KOENZYMU
Deficit molybdenového Molybden-kofaktor biosynteticky 4.1.99.22 . Schwarz and Veldman,
kofaktoru, typ A MoCDA — MOCSI protein (MOCS1A, MOCS1B) 46.1.17 Xanthin 2014
Deficit molybdenového Molybdopterinsynthasa (MOCS2A, . Schwarz and Veldman,
kofaktoru, typ B MoCDB MOCS2 MOCS2B) 2.8.1.12 Xanthin 2014
Deficit molybdenového . 2.10.1.1 . Schwarz and Veldman,
kofaktoru, typ C MoCDC GEPH Gephyrin 27775 Xanthin 2014
Propionylglycin Barshop, 2014
Deficit biotinidasy BTDD BTD Biotinidasa 3.5.1.12 Gilbert-Barness and Farell,
3-Methylkrotonylglycin 2017
Propionylglycin
Deficit 6.3.4.9-11 — | Dontietal, 2018
holokarboxylasy-synthetasy HCSD HLCS Holokarboxylasa-synthetasa 63415 3-Methylkrotonylglycin Gilbert-Barness and Farell,

Tiglylglycin

2017
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PORUCHY METABOLISMU UHLOVODIKU

L . Yy Galaktitol Santer et al., 2014
Fanconi-Bickeltiv syndrom FBS GLUT2 Pienasec¢ glukosy 2 - Galaktosa Aarrqig St ZI., 2017

. o Galaktitol Cuthbert et al., 2008

Galaktosémie 1. typu GALTD  GALT Galaktosa-1-fosfaturidyltransferasa 2.7.7.12 Galakiosa “Anderson 3018
o . Galaktitol Cuthbert et al., 2008

Galaktosémie Il. typu GALKD GALK1 Galaktokinasa 2.7.16 Galakiosa Anderson. 2018

. . Galaktitol
Galaktosemie Ill. typu GALED GALE UDPgalaktosa-4-epimerasa 5.13.2 Cuthbert et al., 2008
Galaktosa
LYSOSOMALNI PORUCHY
Glukosa Gibson and Duran, 2014
Infantilni cystindza IC CTNS Cystinosin - . . Levtchenko and Emma,
Kyselina moc¢ova 2014
Nemoc Salla SD SLC17A5 Sialin - Kyselina sialova Matsuura et al., 2018
PORUCHA ENERGETICKEHO METABOLISMU
Ethylmalonova - Isovalerylglycin . -
encefalopatie EE ETHE1 Persulfiddioxygenasa 1.13.11.18 2-Methylbutyrylglycin Burlina and Zeviani, 2014
OSTATNI
- . . ] Cytidin

Uridin-cytidinurie URCTU  SLC28A1 Nukleosid-transportér - Uridin Wevers et al., 2019
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2.3 Metody pro diagnostiku dédi¢nych metabolickych poruch

K diagnostice DMP se vyuziva celé fady metod (Tab. 9). V poslednich letech se vsak
pro diagnostické ucely zacinaji uplatiiovat separa¢ni techniky v kombinaci s robustni
hmotnostni spektrometrii. V ramci zjednoduSeni a v¢asné diagnostiky se tudiz pro stanoveni
vybranych biomarkeri jak skupin DMP, tak jednotlivych poruch nabizi zavedeni
,univerzalni metody zalozené na kapalinové chromatografii v kombinaci s hmotnostni

spektrometrii, coz je ostatné cilem této prace.

Tab. 9: Metody uZivané v diagnostice vybranych DMP.

Metody Biologicky material Literatura
HPLC/MS Adam et al., 1999
H ametal.,
Poru.crly meta'bo.llgmou C-E Mo Adam et al. 2002
purinii a pyrimidini 2D TLC Hornik et al., 2006
H! NMR
GC/MS Mo
Poruchy metabolismu LC-MS/MS
. , Plasma Struys et al., 2008
kreatinu Jaffé metoda
. . CSF
Enzymova analyza
Poruch ?yklu GC/MS Mog Lichter-Konecki, 2017
mocoviny
GC/MS
Poruchy souvisejici UPLC-MS/MS Liu etal., 2004
S wilucovanim C-E Mo¢ Rinaldo, 2008
glycinovych konjugatii H! NMR Hobert et al., 2016
MS/MS
Poruchy spojené
S vylucovanim GC/MS <
N-acetylovanych H! NMR Mo¢ Van Coster et al., 2005
aminokyselin
. Mo¢
Poruchy metabqllsmu HI?LC Plasma Duran, 2008
aminokyselin Analyzator AMK
CSF
TLC Mo
Poruchy_ met§b0I|§mu HPLC Kultl_vovane kozni Verheijen, 2008
kyseliny sialové fibroblasty

Enzymova analyza Trofoblast

2.4 Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Kapalinova chromatografie v kombinaci s hmotnostni  spektrometrii  (LC/MS)
je v laboratotich bézn¢€ pouzivanou analytickou separa¢ni technikou (Niessen and Tinke,
1995). Jednou z prvnich oblasti, ve které tato metoda nasla své vyuziti, byl novorozenecky

screening DMP v ramci analyz suchych krevnich skvrn (Pitt, 2009).
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2.4.1 Kapalinova chromatografie
Kapalinovd chromatografie (Liquid Chromatography, LC) mé& oproti plynové
chromatografii  (Gas Chromatography, GC) Sir§i uplatnéni Vv klinickém prostiedi,
atozejména diky moznosti analyzy SirSi Skaly biologickych molekul ajednodussi
a rychlejsi pripravé vzorka (Pitt, 2009).

Nejrozsitenéjsi analytickou separacni technikou je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC). Divody hojného
vyuzivani této techniky spocivaji pravé v jeji vysoké citlivosti, robustnosti a vhodnosti
pro separaci netékavych nebo tepelné nestalych latek (Skoog et al., 1998; Novékova
a Dousa, 2013b). K separaci latek pfitomnych ve smési dochazi na zaklad¢ jejich rozdilné
distribuce mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi. Stacionarni faze
je ve formé& pevné latky ukotvena na nosiCi, ¢imz vznika sorbent, ktery je umistén
do chromatograficke kolony, v niz dochazi k separaci. Timto chromatografickym sorbentem
protékd kapalnd mobilni fdze (Novakovd a Dousa, 2013a). Vysokou u¢innost separace
zajist'uji malé Castice chromatografického sorbentu, které prostupujici mobilni fazi kladou
odpor. Z toho vyplyva nutnost uziti vysokého tlaku pro prekonani odporu (Klouda, 2003).

Staciondrni faze mohou byt rizného chemického slozeni, podle ¢ehoz je mozné
je také rozdélit. Délime je na faze na bazi anorganickych oxidu (napfi. silikagel, oxid
zirkonicity), chemicky vézané faze na bézi silikagelu a na fdze na bazi polymerd, hybridi
¢i grafitového uhliku. Mezi poldrni stacionarni fadze se fadi Cisty silikagel nebo polarni
chemicky vazané faze na silikagelovém nosici, jeZ se mohou dale ¢lenit dle polarity jejich
funkéni skupiny na skupinu slabé polarni (diolova funkéni skupina €1 nitroskupina), sttedné
polarni (kyanova ¢i kyanopropylova skupina) a silné polarni faze (aminopropyl). Typickym
ptikladem nepolarni stacionarni faze je chemicky véazany alkyl Cig (oktadecylsilikagel).
Mobilni faze se mize stejné tak délit na polarni (smés vodné slozky s polarnimi organickymi
rozpoustédly rozpustnymi ve vodé — alkoholy, acetonitril, tetrahydrofuran) a nepolarni
(organickd rozpoustédla, jako napt. hexan, heptan, toluen) (Novékové a Dousa, 2013a).

Podle principu retence latek na kolon¢ délime chromatografické systémy na systémy
s normalnimi fazemi (NP-HPLC) a systémy s reverznimi fazemi (RP-HPLC). NP-HPLC
vyuziva pro separaci latek polarni stacionarni f4zi a mobilni fazi s polaritou nizsi, nez ma
faze stacionarni. NP-HPLC se vyuziva hlavné pro separaci isomert nebo lipofilnich latek.
Pii RP-HPLC je pouzivana polarni mobilni faze, zatimco stacionarni faze je nepolarni.
Separace nareverzni fazi patii mezi nejcastéj$i volbu metody pro separaci latek

v jednoduchych, le¢ i velmi komplexnich vzorcich. Vzhledem ke své univerzalnosti byva
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navic uplatiovana pii vyvoji a optimalizaci novych HPLC metod (Novakova a Dousa,
2013a).

RP-HPLC s vyuzitim Cig stacionarni faze s velikosti ¢astic 3-5 pum je v oblasti
metabolomiky vyuzivana velice hojné. Vyuziva se pro separaci stfedné¢ polarnich
anepolarnich analyti. Pro separaci komplexnéjSich biologickych vzorkli mize byt
ale nedostate¢na, coz se odrazi na $patném rozliSeni metabolitti. Jeden z modernich trenda
LC tento nepiiznivy jev piekonal postupnym zmenSovanim Castic sorbentu az na velikost
mens$i nez 2 um. Jde o o ultra-vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (Ultra High
Performance Liquid Chromatography, UHPLC), ktera poskytuje lepsi G¢innost, rozliSeni
acitlivost analyz. Nevyhodou tohoto pfistupu je vSak potiebné zvySeni tlaku,
s ¢imz je spojena uprava systému (Dettmer et al., 2007; Novakova a Dousa, 2013a).

Vysoce polarni latky nelze separovat pomoci RP-HPLC, ponévadZ se nezadrzuji
na stacionarni fazi a eluuji s mrtvym objemem. Jeden z novych trendti — hydrofilni interak¢ni
chromatografie (Hydrophilic Interaction Chromatography, HILIC) — ov§em analyzu vysoce
polarnich latek umoznuje. V tomto ptistupu mobilni faze obsahuje pfidany podil vodné
slozky (napft. acetonitril), kterd vytvaii na povrchu stacionarni faze stojatou vodni vrstvu,
diky niz Ize analyty rozdélit a zadrzet (Dettmer et al., 2007). Tento pfistup je uplatiiovan
pti vyvoji metody, dojde-1i napf. na matricové efekty nebo nedostate¢nou selektivitu metody
(Novakova a Dousa, 2013a).

Pro HILIC techniku je ptizna¢né zlepSeni ionizace elektrosprejem (Electrospray
lonization, ESI), a to v dusledku vyssiho podilu vodné slozky v mobilni fazi. Za téchto

podminek je dosaZeno vyssi citlivosti LC/MS analyz (Jandera, 2011).

2.4.2 Hmotnostni spektrometrie

V soucasnosti se hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) povazuje
za jednu z nepostradatelnych analytickych technik vyuzivanych v analytickych laboratofich
(Gross, 2011). Své uplatnéni naSla napfic obory, jako je lékafstvi, potravinafstvi,
zeméd¢lstvi, prumysl a environmentalistika (Friedecky a Lemr, 2012).

Pocatky této pielomové techniky pro chemickou analyzu sahaji ke konci 19. stoleti
ajsou piipisovany experimentalnimu fyzikovi a objeviteli elektronu Siru Josephu
J. Thomsonovi. Od té doby se MS stala predmétem velkého mnozstvi studii. Byly objeveny
dali principy vyuziti MS, véetné spojeni techniky s dalsimi (LC, GC). Zaznamenan byl
téz technologicky pokrok v instrumentaci MS, coz se podepsalo na zlepSeni zejména

diagnostické senzitivity a robustnosti vysledki méfeni. Diky tomu je MS v dne$ni dobé
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vyuzivana ve vSech laboratofich, které vyzaduji nepietrzity a bezporuchovy provoz
(Friedecky a Lemr, 2012).

MS se pouziva k identifikaci znamé ¢i neznamé chemické latky v komplexnich
biologickych vzorcich z molekulové anebo atomové hmotnosti pfitomnych slozek (Gross,
2011; Musilova a Glatz, 2011).

MS pracuje na principu ionizace (napf. elektrickym polem, narazem elektrond,
narazem fotoni) organické ¢i anorganické molekuly s naslednou separaci vzniklych iontt
dle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z), a to prostiednictvim statickych
nebo dynamickych elektrickych ¢i magnetickych sil ve vakuu a jejich naslednou detekci

podle poméru m/z (kvalitativni analyza) a mnozstvi (kvantitativni analyza) (Gross, 2011).

Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr (Obr. 7) se sklada ze 3 hlavnich ¢asti — iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Iontovy zdroj slouzi k ionizaci vzorku, hmotnostni
analyzétor Kk separaci vzniklych ionta dle m/z a detektor k zaznamenéni vybranych iontu.
Vzorek je ptivadén z atmosférického tlaku do prostiedi vakua iontového zdroje pomoci
vakuového zamku. Na detektor je napojen datovy systém, ktery shromazd'uje a zpracovava
data MS analyzy. Vysledkem analyzy je hmotnostni spektrum, ¢imz se rozumi
dvourozmérné znazornéni intenzity signalu (piku) a m/z v daném ¢ase. Intenzita piku pfinasi
informaci 0 mnozstvi daného iontu, zatimco poloha hmotnostniho piku udava informaci
0 m/z ptislusného iontu (Gross, 2011). Na zaklad¢ ziskanych udaji je mozné urcit sloZeni

analyzovaného vzorku.

Ll | L

PRiVOD IONTOVY HMOTNOSTNI DETEKTOR [€—] DATOVY
VZORKU ZDROJ ANALYZATOR —»| SYSTEM

_
i} | §

ATMOSFERICKY TLAK VYSOKE VAKUUM
Obr. 7: Schéma hmotnostniho spektrometru (pfevzato a upraveno podle Gross, 2011).

Pro MS analyzu je stéZejni ¢asti hmotnostniho spektrometru analyzator, nebot’ praveé
zde probihé separace iontt dle poméru m/z (Friedecky a Lemr, 2012). Pfi separaci iontt jsou
vyuzivana staticka nebo dynamicka elektricka ¢i magneticka pole, at’ uz samostatné, nebo
V rizné kombinaci. Hmotnostni analyzatory lze na zéklad¢ rozdilu ve zpisobu separace

iontll rozdélit do tii skupin.
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Prvni z nich piedstavuji skenujici analyzatory, které separuji ionty postupné v daném
Case, tudiz na detektor jsou vzdy pfenaseny ionty pouze s vybranou hodnotou m/z.
Mezi skenujici analyzatory fadime kvadrupolové a magnetické sektorové analyzatory
(De Hoffmann and Stroobant, 2007). Druha skupina analyzatord pracuje na principu
soucasného pienosu vsech iontl do letové trubice, v niz nasledné dochézi k separaci iontl
podle doby letu, kterou pti dopadu zaznamenava detektor. Tento princip vyuzivaji priletové
analyzétory (Time of Flight, TOF analyzatory). Posledni skupinu analyzatoru predstavuji
iontové pasti, iontové cyklotronové rezonance (ICR), potazmo elektrostaticke iontové pasti
(Orbitrapy), pro néz je typicky zachyt separovanych iontd v cele ¢i pasti (Friedecky a Lemr,
2012).

Kvadrupélové analyzéatory (Quadrupole, Q), jakoz i 2D nebo 3D iontové pasti
vyuzivaji pohyb iontu po stabilni trajektorii v oscilujicim elektrickém poli k separaci
dle poméru m/z. Nejpouzivangj$im analyzatorem dne$ni doby je kvadrupol (Obr. 8),
skl&dajici se ze 4 tyCovych elektrod o kruhovém ¢i hyperbolickém fezu (De Hoffmann
and Stroobant, 2007; Friedecky a Lemr, 2012). Protilehlé ty¢e nesou vzdy shodny naboj,
pfi¢emz je na n¢ aplikovana kombinace stfidavého a stejnosmérného napéti. Prave velikost
stejnosmérného napéti a amplituda stiidavého napéti v ¢ase umoziuje iontim s vybranou
m/z pohybovat se az k detektoru, paklize maji stabilni trajektorii. lonty, které z divodu
vychyleni nemaji pfi pohybu stabilni trajektorii, jsou vakuem odsaty pry¢. Kvadrupdlovy
analyzator je maly, levny, rychly, ma Siroky dynamicky rozsah a v QQQ uspotfadani (trojity
kvadrupol) je vysoce citlivy. Jeho rozlieni je ovSem nizké a rozsah métenych hmotnosti
je mensi (Klouda, 2003; Friedecky a Lemr, 2012).

Modernim trendem MS je vytvafeni kombinaci hmotnostnich analyzatord,
¢imz dochazi ke vzniku pfistrojii tandemové hmotnostni spektrometrie (Friedecky a Lemr,
2012). V soucasné dobé je rozsifena kombinace tfi kvadrupolu, tzv. trojity kvadrupdl
(QQQ). Svou popularitu na trhu ziskal kvuali své vysoké citlivosti, specificity, robustnosti
a cenové dostupnosti. Jeho principem je separace a izolace prekurzorovych iontd v prvnim
kvadrupdlu (Q-1, prvni hmotnostni analyzator). Tyto ionty nasledné ptechazeji do druhého
kvadrupolu (Q-2, kolizni cela), kde v dusledku kolize rychle se pohybujicich iontd s atomy
kolizniho plynu (dusik, argon) dochazi k jejich dalsi ionizaci. Nasledkem téchto srazek
se zvySuje vnitini energie iontl, ¢imzse ionty zacnou fragmentovat na specifické
produktové ionty, jez pfechazeji do tietiho kvadrupolu (Q-3, druhy hmotnostni analyzator),

kde jsou opét separovany (Skoog et al., 1998; Friedecky a Lemr, 2012).
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Obr. 8: Hmotnostni spektrometr s kvadrup6lem: a — vstup vzorku, b — zdroj ionta,
¢ — kvadrupdl, d — detektor, e — vakuum (pievzato z Klouda, 2003).

Zpusob skenovani QQQ muze byt rizny. Jsou znamy 4 mody, pticemz kazdy z nich
ma jiné vyuziti. Prvni mod — sken produktovych iontli — se vyuziva zejména pro kvalitativni
analyzu, popt. ke zjisténi vhodnych piechodt pro kvantitativni analyzu. Principem je vznik
prekurzorového iontu v Q-1 o definované hodnoté m/z, nacez je vznikly ion fragmentovan
v Q-2. Vzniklé fragmenty jsou skenovany v Q-3 (v definovaném rozsahu hodnot m/z)
a detekovany. Na konci médu ziskavame spektrum fragmenti piislusného prekurzorového
iontu, coz je uzite¢né pro identifikaci molekuly.

Druhy mod — sken prekurzorovych iontl — se uplatiiuje pii sledovani latek nesoucich
shodnou funkéni skupinu, jelikoZ se vyznacuji charakteristickou fragmentaci. Tento pfistup
vyuziva Q-1 pro skenovani ionti v definovaném rozsahu hodnot m/z tak, Ze ionty
se zvySujici se hodnotou m/z postupné propoustéji do Q-2, kde se fragmentuji.
Q-3 pak propousti pouze jeden produktovy ion o definované m/z, ktery je v navaznosti
na to zaznamenan detektorem.

Treti mod — sken neutralnich ztrat — se vyuziva pii sledovani latek nesoucich shodnou
strukturni ¢ast. Tento piistup uplatituje skenovani ur¢itého rozsahu hodnot m/z v Q-1 i Q-3
S posunem, ktery odpovidd hmotnostni diferenciaci, jez vznikd pii odstépeni neutralniho

fragmentu v Q-2, specifického pro urcitou strukturni slozku.
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Ctvrty mod — sledovani rozpadu iontu (Selected Reaction Monitoring, SRM) —
se pouziva piedevsim pro kvantitativni analyzu latek. Jedna se o velmi citlivy a selektivni
pfistup, jehoz vyhodou je vysokd rychlost méteni, coz umoziuje pii jedné SRM analyze
kvantifikovat az stovky analyti (Multiple Reaction Monitoring, MRM). SRM mdd vyuziva
Q-1 pro vybér prekurzorového iontu, jenz je v Q-2 fragmentovan kolizni energii
definovanou Q-3 (Friedecky a Lemr, 2012; Anon., 2017).

2.5 Validace bioanalytické metody

Vyvoj bioanalytické metody piedstavuje soubor postupti, diky nimZz je stanovena
koncentrace piislusnych analyt v biologickych vzorcich. V soucasné dob&é musi byt kazda
vyvinutd bioanalytickd metoda validovdna, ¢imz je zaruCena analytickd a diagnosticka
kvalita, jakoz i spolehlivost analytickych vysledka (European Medicines Agency, 2019).

Validaci metod se zabyva fada organizaci jako je napt. EMA (European Medicines
Agency), FDA (Food and Drug Administration) nebo IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry). Tyto organizace vydavaji smérnice s pozadavky pro validaci
metody. Jelikoz se kazda ztéchto organizaci zaméfuje na validaci metod pro odlisné
aplika¢ni oblasti (farmaceutika x potravinafstvi), mohou se smérnice v jednotlivych
akceptacnich kritériich valida¢nich parametri lisit (Novakova a Dousa, 2013b).

Se zfetelem na doporuceni smérnice od organizace EMA zahrnuje validace
chromatografickych metod celkem 11 validacnich parametra (Tab. 10). Jedna
se 0 selektivitu, specificitu, matricovy efekt, kalibraéni kiivku, méfici rozsah (dolni mez
kvantifikace — LLOQ, horni mez kvantifikace — ULOQ), spravnost, pfesnost, pfenos analytu

mezi vzorky (carry-over), integritu fedéni, stabilitu a reprodukovatelnost reinjekce.
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Tab. 10: Valida¢ni parametry a jejich limity dle EMA (2019)

Validacni kritéria

Limity

Selektivita /

specificita Slepé vzorky nejméné 6 Sarzi

Bez interference

Pro ptipadné interferencni odezvy
<20 % LLOQ (analyt)a<5%
LLOQ (IS)

Minimalné 3 replikdty nizkych
a vysokych koncentraci QC
(Quality Control) vzorka
(matrice nejméné 6 Sarzi)

Matricovy efekt

Spravnost £ 15 %
Presnost < 15 %

Slepy vzorek, nulovy kalibréator
(slepy vzorek + IS) a nejméné
6 koncentra¢nich Urovni
kalibra¢nich standardt véetné
LLOQ a ULOQ

Kalibracni krivka

Minimalné 3 na sobé& nezavislé
analytické béhy v rozmezi
né&kolika dni

Spréavnost + 20 % pro LLOQ),
pro ostatni + 15 %

V ptipadé pouziti replikati nutné
splnit tyto podminky nejméné
pro 50 % kalibra¢nich
standardi/koncentracni uroven

Meérici rozsah Vychazi z kalibra¢ni zavislosti

LLOQ/ULOQ

Nejméné 4 koncentrac¢ni irovné

Vv rozsahu kalibra¢ni kiivky (LLOQ,

Spravnost LQC*, MQC**, HQC***)
Minimalné 5 replikatii pro kazdou
koncentra¢ni troveni QC vzorku
Presnost

Alespon 3 analytické béhy
Vv pritbéhu minimalné 2 dnt

Spravnost + 20 % pro LLOQ,
pro ostatni + 15 %

Ptesnost + 20 % pro LLOQ,
pro ostatni + 15 %

Prenos analytu mezi Analyza slepych vzorka

vzorky

za kalibra¢nim standardem ULOQ

Odezva ve slepych vzorcich < 20 %
LLOQ (analyt) a <5 % (IS)

Pouziti stejné matrice pii fedéni

jako pfi ptipravé QC vzorkl
Integrita Fedeni Testovani nejméné 5 replikatt
na jeden fedici faktor (pfi vyssi

koncentraci nez ULOQ) v jednom

analytickém b&hu

Spravnost £ 15 %
Ptesnost < 15 %

Pouziti nizké a vysoké koncentrace

QC vzorku
Stabilita

/skladovacich podminek/doby
uchovavani

Analyza stability minimalné 3 QC
vzorkll podle koncentracni irovné

Spravnost £ 15 %

Reprodukovatelnost

- Opakované méteni QC vzorkt
reinjekce

Pro posouzeni spravnosti a piesnosti
(v ptipadé€ poruchy zafizeni)

*LQC = nizky koncentra¢ni bod QC (3 x LLOQ)

**MQC = stfedni koncentra¢ni bod QC (30-50 % rozsahu kalibraéni kiivky)

***HQC = horni koncentra¢ni bod QC (miniméalné 75 % ULOQ)
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristrojové vybaveni

Ptiprava vzorkl pro LC/MS analyzu:

analytické vahy AND HR 120 (BioTech)

automatické pipety (Eppendorf)

digestot (Flores Valles)

sklenéné a plastové chemické nadobi, plastové Spicky, vicka
ttepacka MS 3 basic (IKA)

ultrazvukova lazet Elmasonic S 100 H s ohfevem (Elma)

LC/MS analyza:

Tandemovy hmotnostni spektrometr typu trojity kvadrupdl Triple Quad 6500
(SCIEX, Framingham, MA, USA)
Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 RS (Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

Aminopropylova kolona Luna (3 um, 100 x 2 mm, Phenomenex, Torrance, USA)

Procesovani a analyza dat:

Microsoft Office Excel 2013
Analyst Software 1.6.2 (SCIEX)
MultiQuant Software 3.0 (SCIEX)

3.2 Chemikalie

Standardy:

10mM SAICAr (FN Olomouc*)
10mM stachyosa (FN Olomouc)
2,8-dihydroxyadenin (Sigma-Aldrich, USA)
20mM erythritol (FN Olomouc)
20mM glukosa (FN Olomouc)
20mM maltosa (FN Olomouc)
20mM maltotriosa (FN Olomouc)
20mM myo-inositol (FN Olomouc)
20mM perseitol (FN Olomouc)
20mM rhamnosa (FN Olomouc)
20mM ribosa (FN Olomouc)
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20mM sedoheptulosa (FN Olomouc)

20mM sorbitol (FN Olomouc)

20mM xylitol (FN Olomouc)

2-deoxyuridin (Sigma-Aldrich, Jizni Korea)

30mM 2-methylbutyrylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
30mM 3-methylkrotonylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
30mM acetylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
30mM butyrylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
30mM fenylpropionylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
30mM hexanoylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
30mM isobutyrylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
30mM isovalerylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
30mM propionylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
30mM suberylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
30mM tiglylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
30mM valerylglycin (VU Medical Center, Nizozemsko)
Adenin (Sigma-Aldrich, USA)

Adenosin (Sigma-Aldrich, Cina)

AICAr (Sigma-Aldrich, Kanada)

Argininosukcinat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Deoxyadenosin (Sigma-Aldrich, USA)

Deoxyguanosin (Sigma-Aldrich, Cina)

Deoxyinosin (Sigma-Aldrich, Cina)

Dihydrothymin (Sigma-Aldrich, USA)

Dihydrouracil (Sigma-Aldrich, USA)

Galaktitol (Sigma-Aldrich, USA)

Glutarylglycin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Guanidinoacetat (Calbiochem, USA)

Guanosin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Homocitrulin (Sigma-Aldrich, USA)

Hypoxanthin (Sigma-Aldrich, Japonsko)

Inosin (Sigma-Aldrich, Cina)

Kreatin (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
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e Kireatinin (Sigma-Aldrich, Japonsko)

e Kyselina mocova (Sigma-Aldrich, Mad’arsko)

e Kyselina orotova (ICN Biomedicals, USA)

e Kyselina oxalova (Sigma-Aldrich, USA)

e Kyselina sialova (Sigma-Aldrich, USA)

e N-Acetylaspartat (Sigma-Aldrich, Italie)

e N-Acetylglutamin (Sigma-Aldrich, USA)

e N-Acetylleucin (Sigma-Aldrich, Némecko)

e N-Acetylserin (Sigma-Aldrich, USA)

e N-Acetylvalin (Merck KGaA, Svycarsko)

e Orotidin (Toronto Research Chemicals, Kanada)
e Sukcinylaceton (Sigma-Aldrich, USA)

e Sukcinyladenosin (Toronto Research Chemicals, Kanada)
e Thymidin (Sigma-Aldrich, Cina)

e Thymin (Sigma-Aldrich, USA)

e Uracil (Sigma-Aldrich, USA)

e Uridin (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Xanthin (Sigma-Aldrich, USA)

Interni standardy:

e 10mM 3C,®N-hexanoylglycin (FN Olomouc)
e 13,3mM 3Cs-galaktitol (FN Olomouc)

e 3,2mM 3Cs-kyselina sialova (FN Olomouc)
e 3,8mM *3Cs-adenosin (FN Olomouc)

e 52mM Ds-kreatinin (FN Olomouc)

e 6,3mM ®N-kyselina orotova (FN Olomouc)
e 6,5mM Ds-kreatin (FN Olomouc)

e 6,8mM ®Ny-xanthin (FN Olomouc)

e 7,1mM D»-hypoxanthin (FN Olomouc)

e 8,6mM D»-guanidinoacetat (FN Olomouc)

e 8,7mM YNz-uracil (FN Olomouc)

* v laboratofi pouzivano pro rutinni analyzu mo¢i pomoci GC/MS
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Biologicky material:

e 2 vzorky moce pacienti s DMP a 6 vzorku externi kontroly kvality s definovanou
diagnézou (ERNDIM, European Research Network for evaluation and improvement
of screening, Diagnosis and treatment of Inherited disorders of Metabolism)

(FN Olomouc)

e 57 vzorkd moci zdravych jedinct (FN Olomouc)
Dalsi:

e 100% acetonitril — mobilni faze B (Honeywell Riedel-de-Haén, Némecko)
e 20mM octan amonny (pH 9,75) — mobilni faze A (FN Olomouc)

e 25% roztok amoniaku (Merck KGaA, Némecko)

e LC/MS voda (Honeywell Riedel-de-Haén, Némecko)

e Sigmatrix moc¢ovy diluent (Sigma-Aldrich, USA)

3.3 Priprava zasobnich roztokia standardi

Zasobni roztoky standardi 2-deoxyuridinu, adeninu, adenosinu, deoxyadenosinu,
deoxyguanosinu,  deoxyinosinu,  dihydrothyminu,  dihydrouracilu,  galaktitolu,
glutarylglycinu, guanidinoacetatu, guanosinu, homocitrulinu, hypoxanthinu, inosinu,
kreatinu, kreatininu, kyseliny mocové, Kyseliny orotové, Kkyseliny oxalové,
N-acetylaspartatu, N-acetylglutaminu, N-acetylleucinu, N-acetylserinu, N-acetylvalinu,
sukcinylacetonu, thymidinu, thyminu, uracilu, uridinu a xanthinu byly pfipraveny
0 koncentraci 20 mM. Standardy, u nichz nebylo mozné zajistit 20mM roztoky, byly
pripraveny Vv nasledujicich koncentracich: 2,8-dihydroxyadenin (4,3 mM), orotidin
a sukcinyladenosin (5 mM), AICAr, kyselina sialov a argininosukcinat (10 mM). Vsechny
standardy byly navazeny podle vypocitané navazky a rozpustény v odpovidajicim objemu
LC/MS vody. K latkam se S$patnou rozpustnosti bylo ptidano 10-100 pl 25% roztoku
amoniaku a po dukladném promichani byly latky umistény do ultrazvukové lazné
(cca 15 min, 50 °C). Ptipravené zasobni roztoky byly zamrazeny (-20 °C).

Zasobni roztoky standarda SAICAr, acylglycint (acetylglycin, propionylglycin,
butyrylglycin, isobutyrylglycin, valerylglycin, isovalerylglycin, 2-methylbutyrylglycin,
hexanoylglycin, 3-methylkrotonylglycin, tiglylglycin, fenylpropionylglycin, suberylglycin),
cukru (glukosa, rhamnosa, sedoheptulosa, ribosa, maltotriosa, maltosa, stachyosa), alkoholu
(xylitol, erythritol, sorbitol, perseitol, myo-inositol) a znacenych internich standardd
(*3Cs-adenosin, 13Cs-galaktitol, D,-guanidinoacetat, 13C,1N-hexanoylglycin,
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D,-hypoxanthin, Ds-kreatin, Ds-kreatinin, Np-kyselina orotova, 3Cs-kyselina sialova,

N,-uracil, *Nz-xanthin) byly jiz ptipraveny o definované koncentraci (kapitola 3.2).

3.4 Priprava smési znacenych internich standardi

Sm¢és zna¢enych internich standardi (IS) byla pfipravena smichanim 11 zasobnich roztoka,
jejichz ptivodni koncentrace, objem a vyslednd koncentrace ve smeési jsou uvedeny
v Tab. 11. Sm¢s byla poté doplnéna 20mM octanem amonnym na celkovy objem 50 ml.
Hotova sm¢s znaCenych IS byla rozdélena na alikvoty (1 ml), které byly zamrazeny
(-20 °C).

Tab. 11: Seznam znaCenych IS v 50ml smési s 20mM octanem ammonym.

Koncentrace Vysledna

. zasobniho Objemvls koncentrace IS
Znaceny 1S Ve smési . .
roztoku ) Ve smési
(mM) (M)
13Cs-Adenosin (1S-Ado) 3,8 133,0 10,0
B3Ce-Galaktitol (IS-Gal) 13,3 376,0 100,0
D,-Guanidinoacetat (1IS-GAA) 8,6 292,0 50,0
13C,°N-Hexanoylglycin (1S-HG) 10,0 25,0 5,0
D,-Hypoxanthin (IS-Hx) 7,1 72,0 10,2
Ds-Kreatin (IS-Krea) 6,5 364,0 47 4
Ds-Kreatinin (1S-Kr) 52,0 180,0 187,2
®N,-Kyselina orotova (I1S-OA) 6,3 80,0 10,0
13C;-Kyselina sialova (I1S-SA) 3,2 366,0 23,6
BN,-Uracil (1S-U) 8,7 58,0 10,1
N,-Xanthin (1S-X) 6,8 77,0 10,4

3.5 Optimalizace MRM prechodii

Nezbytnou soucasti pti vyvoji metody bylo nastaveni specifickych parametrti studovanych
latek (+/-MRM piechody, retenéni ¢as, deklastera¢ni potencial, vstupni potencial, kolizni
energie a vystupni potencial). Toho bylo dosazeno tzv. ,Jladénim* standarda jednotlivych
metabolitl.

Ze zasobnich roztoku standardu (kapitola 3.3) byly ptipraveny 10-100uM roztoky,
které byly fedény v mobilni fazi A a B (1:1). Mobilni faze A obsahovala 20mM octan
amonny (pH 9,75) a mobilni faze B 100% acetonitril. Kazdy vzorek byl p¥imou infuzi
zaveden do hmotnostniho spektrometru Triple Quad 6500 a nasledné bylo spusténo
manualni a poté automatické ladéni v programu Analyst. Pro jednotlivé analyty bylo ziskano
4-5 +MRM (v nekterych ptipadech i -MRM) ptechodt s dalsimi udaji (viz vyse), které byly

uloZeny pod novou metodou a vyuzity v dalsi fazi vyvoje metody.

59



3.5.1 LC/MS analyza smési standardi

Z 10-100uM standardu (kapitola 3.5) byly jejich smichanim ve stejném poméru pfipraveny
smésné roztoky: purinid a pyrimidina (1), N-acetylovanych aminokyselin, homocitrulinu,
argininosukcinatu a sukcinylacetonu (2), acylglycint (3), kreatinu, kreatininu a kyseliny
mocové (4), kyseliny oxalové, kyseliny sialové a guanidinoacetatu (5), alkohold (6), cukri
(7) a znacenych IS (8).

Takto nachystané smési byly pripraveny k LC/MS analyze nové zavedenou metodou
(kapitola 3.5). Separace standardu byla provedena pomoci kapalinového chromatografu
UltiMate 3000 RS na aminopropylové koloné Luna. K detekci byl pouzit hmotnostni
spektrometr Triple Quad 6500.

Jednotlivé analyzy byly vyhodnoceny pomoci programu Analyst. Pro kazdy analyt byl
vybran nejcitlivéjsi MRM piechod, ktery byl pfidan do finalni metody. Nastaveni dalsich

parametri metody (doba analyzy, gradientova eluce, prutok aj.) popisuje kapitola 4.1.

Elu¢ni chovani isomeru acylglycini

Ze zédsobnich roztokli acylglycinii (acetylglycin, propionylglycin, butyrylglycin,
isobutyrylglycin, valerylglycin, isovalerylglycin, 2-methylbutyrylglycin, hexanoylglycin,
3-methylkrotonylglycin, tiglylglycin, fenylpropionylglycin, suberylglycin, glutarylglycin)
byly pfipraveny 30uM roztoky (fedéno v LC/MS vode€). Od kazdého standardu bylo
odebrano 30 pl do vialky. Takto pfipravené standardy acylglycinii byly analyzovany
na LC/MS finalni metodou (kapitola 3.5.1).

Zaroven byl piipraven smésny vzorek acylglycind, a to smichanim vyse zminénych
30uM standardll ve stejném poméru. Vysledna koncentrace jedné latky ve smési byla
2,3 UM. Smésny vzorek byl nasledné taktéz analyzovan finalni metodou (kapitola 3.5.1).

Pomoci programii Analyst a MultiQuant byly vyhodnoceny MRM piechody isomerti
(butyrylglycin/isobutyrylglycin, valerylglycin/isovalerylglycin/2-methylbutyrylglycin,
3-methylkrotonylglycin/tiglylglycin) a jejich reten¢ni chovani.

3.6 Stanoveni valida¢nich parametria - linearita, limit detekce, limit
kvantifikace

Vyvinutd metoda byla nasledné validovana. Byly stanoveny valida¢ni parametry linearita,

limit detekce (LOD), limit kvantifikace (LOQ), opakovatelnost (piesnost v sériich),

mezilehld pfesnost (pfesnost mezi sériemi) a vytéZnost (recovery).

Validace prob&hla ve 2 experimentech, pficemz prvnim znich byla stanovena
linearita, LOD a LOQ.
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V ramci experimentu bylo pfipraveno 6 smési standardi o definované koncentraci
(kapitola 3.6.1-6), které byly pouzity jako horni body 10tibodovych kalibra¢nich tad
dvojnasobného fedéni. Matrici jednotlivych koncentra¢nich bodi byl mocovy diluent,
jehoz pouzitim se simulovaly realné podminky analytti v moci. Pro smés standardu kreatinu,
kreatininu a kyseliny mocové byl pouzit 20mM octan amonny, vzhledem k pfitomnosti
téchto latek v diluentu, jehoz uzitim by byla analyza zkreslena.

Rozsah kalibracniho rozmezi pfislusnych analyti byl uréen podle fyziologickych
koncentra¢nich rozmezi analyti v moc¢i (pfevzato z databaze HMDB - The Human
Metabolome Database a z pfedpisu uzivanych mezi v laboratofi metabolomiky, LF UPOL).
Rozsah byl zvolen tak, aby co nejlépe pokryval jak fyziologické, tak patologické
koncentra¢ni hodnoty analyti v mo¢i.

Pripravené kalibra¢ni smési standardd byly po LC/MS analyze findlni metodou
(kapitola 3.5.1) vyhodnoceny prostiednictvim MultiQuant. Byla vyhodnocena linearita
kalibra¢nich fad a v ndvaznosti na to byl stanoven LOD a LOQ pro jednotlivé analyty.

3.6.1 Priprava kalibra¢ni smési purini a pyrimidina (PP)
Purinova a pyrimidinova smés (PP) obsahovala nasledujici standardy (22):
2,8-dihydroxyadenin,  2-deoxyuridin, adenin, adenosin, AICAr, deoxyadenosin,
deoxyguanosin, deoxyinosin, dihydrothymin, dihydrouracil, guanosin, hypoxanthin, inosin,
kyselina orotovou, orotidin, SAICAr, sukcinyladenosin, thymidin, thymin, uracil, uridin
a xanthin. Z jejich zasobnich roztokl byly pfipraveny 2,2mM roztoky, fedéné v mocovém
diluentu, jejichz smichanim ve stejném poméru vznikl vychozi smésny vzorek. Vysledna
koncentrace latky ve smési byla 100 pM.

Z této smési byla vytvofena kalibraéni fada dvojnasobného tedéni (0,2-100 puM).
Celkem bylo pfipraveno 10 koncentracnich hladin (ke kazdému koncentra¢nimu bodu byla
ptidana smés znacenych IS v poméru 1:1), slepy vzorek (mocovy diluent) a nulovy kalibrator

(mocovy diluent se smési znacenych IS v poméru 1:1).

3.6.2 Priprava kalibraé¢ni smési N-acetylovanych aminokyselin, homocitrulinu,
argininosukcinatu a sukcinylacetonu (AMKHAS)

Ze zasobnich roztokt standardii N-acetylaspartatu, N-acetylleucinu, N-acetylglutaminu,

N-acetylvalinu, N-acetylserinu, homocitrulinu, argininosukcinatu a sukcinylacetonu byly

pfipraveny 0,8mM roztoky ftedéné v mocovém diluentu. Smichdnim téchto roztoki

ve stejném poméru vznikl smésny vzorek, v némz vysledna koncentrace latky ve smési ¢inila

100 uM.
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Zptipravené smeési byla vytvofena kalibratni ftada dvojnasobného fedéni
(0,2-100 uM). Dohromady bylo piipraveno 10 koncentra¢nich hladin, slepy vzorek
a nulovy kalibrator stejnym zptisobem jako u PP (kapitola 3.6.1).

3.6.3 Priprava kalibra¢ni smési acylglycini (ACGLY)
Smés acylglycini (ACGLY) obsahovala 13 standardt: acetylglycin, propionylglycin,
butyrylglycin, isobutyrylglycin, valerylglycin, isovalerylglycin, 2-methylbutyrylglycin,
hexanoylglycin, 3-methylkrotonylglycin, tiglylglycin, fenylpropionylglycin, suberylglycin
a glutarylglycin. Ze zasobnich roztokt téchto standardt byly pfipraveny 650uM roztoky,
které byly fedény mocovym diluentem. Pfipravené roztoky byly smichiny ve stejném
poméru, ¢imz vznikl smésny vzorek, v némz vysledna koncentrace latky ve smési byla
50 pM.

Ze smé&si acylglycini byla vytvofena kalibraéni fada dvojnasobného fedéni
(0,1-50 pM). Jednotlivé koncentra¢ni body kalibra¢ni fady, slepy vzorek a nulovy kalibrator

byly piipraveny stejnym zptisobem jako u PP (kapitola 3.6.1).

3.6.4 Priprava kalibracni smési kreatinu, kreatininu a kyseliny mocové
(KREA)

Ze zasobnich roztokl standardd kreatinu, kreatininu a kyseliny mocové byly pfipraveny
6mM roztoky, které byly fedény v 20mM octanu amonném. Smichanim téchto roztokd
Vv poméru 1:1:1 vznikl smésny vzorek, v némz vysledna koncentrace latky ve smési byla
2 mM.

Z takto pripravené smési byla v dalsi fazi vytvofena kalibra¢ni fada dvojnasobného
fedéni (4-2000 uM). Ke kazdému koncentraénimu bodu kalibraéni fady byla pfidana smés
znacenych IS v poméru 1:1. Dale byl ptipraven slepy vzorek (20mM octan amonny)

a nulovy kalibrator (20mM octan amonny se smési zna¢enych IS v poméru 1:1).

3.6.5 Priprava kalibra¢ni smési kyseliny oxalove, guanidinoacetatu a kyseliny
sialové (OXA)

Ze zasobnich roztoku standardi kyseliny oxalové, guanidinoacetatu a kyseliny sialové byly
pfipraveny 1,5mM roztoKy, fedéné mocovym diluentem, jejichz smichanim v poméru 1:1:1
vznikl smésny vzorek. Vysledna koncentrace latky ve smési byla 500 uM.

Ze sm¢si byla vytvorena kalibraéni fada dvojnasobného fedéni (1-500 puM). Piislusné
koncentra¢ni body kalibra¢ni fady, slepy vzorek a nulovy kalibrator byly ptipraveny
jako u PP (kapitola 3.6.1).
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3.6.6 Priprava kalibrac¢ni smési cukri a alkoholi (CA)
Smés cukrt a alkoholti (CA) obsahovala standardy (12): glukosu, rhamnosu, sedoheptulosu,
ribosu, maltotriosu, maltosu, stachyosu, galaktitol, xylitol, erythritol, perseitol
a myo-inositol. Z jejich zasobnich roztokii byly piipraveny 6mM roztoky, jez byly fedéné
mocovym diluentem. Smichanim téchto roztokt ve stejném poméru vznikl smésny vzorek.
Vysledna koncentrace latky ve smési byla 500 pM.

Ze smeésného vzorku byla vytvofena kalibraéni fada dvojnasobného fedéni
(1-500 uM). Koncentra¢ni body kalibra¢ni fady, slepy vzorek a nulovy kalibrator byly
ptipraveny jako u PP (kapitola 3.6.1).

3.7 Stanoveni valida¢nich parametri — opakovatelnost, mezilehla presnost

a vytéznost
V ramci validace metody se ke stanoveni opakovatelnosti (piesnost v sériich), mezilehlé
piesnosti (pfesnost mezi sériemi) a celkové vytéznosti (recovery) vyuziva kontrolnich
vzorkl, tzv. vzorkl kontroly kvality (QC vzorky). Nezbytnou soucasti jejich analyzy
je taktéZ piitomnost kalibra¢nich fad standardti obsazenych v QC vzorcich v ramci ptidavka.
Jejich prostiednictvim je mozné analyty kvantifikovat a v navaznosti na to uréit valida¢ni
parametry.

Byly pfipraveny 2 piidavky standard pro QC — kazdy na 3 koncentra¢nich hladinach.
Koncentra¢ni hladiny analytii v jednotlivych piidavcich byly urceny z rozsahu kalibra¢nich
ktivek (kapitola 3.6.1-6).

Pridavek pro nizky koncentra¢ni bod QC (LQC) byl upraven tak, aby odpovidal spodni
hranici fyziologickych hodnot analyti v mo¢i (porovnavano s hodnotami v databazi HMDB
a s hodnotami z ptedpisu uzivanych mezi v laboratoti metabolomiky, LF UPOL). Pridavek
pro stiedni koncentra¢ni bod QC (MQC) ptedstavoval 25 % a pro horni koncentraé¢ni bod
QC (HQC) 75 % rozsahu kalibra¢ni kiivky.

Kazdy koncentra¢ni bod QC vzorku byl pfipraven v 5 replikatech pro analyzu v ramci
1 dne. Pro stanoveni mezilehlé ptesnosti byl totozny experiment opakovan po dalsi 2 dny.
Matrici QC vzorkd byl smésny vzorek moci zdravych jedinci, tzv. poolovana mo¢ (kapitola
3.7.1).

Nasledné byly ptipraveny 2 vzorky kalibracnich standardi pro kalibra¢ni tady
Ctyfnasobného fedéni (5 koncentranich bodu). Pfi fedéni byl v prvnim pfipadé pouzit
mocovy diluent, ve druhém 20mM octan amonny.

V rdmci 1 dne bylo tedy analyzovano 30 QC vzorkt, 10 vzorkd poolované moce,
10 kalibra¢nich bodt, 3 slepé vzorky a 2 nulove kalibratory. Analyzou vzorka poolované
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moce byly zjistény koncentracni hladiny analyti v moci, které byly pii vyhodnocovani QC

vzorkl pficteny k pfisluSnym koncentracim analytl v ptidavku.

3.7.1 Priprava smésného vzorku moce
Pro pfipravu smésného vzorku moce (tzv. poolované) bylo vybrano 38 vzorkid moci
zdravych jedincii. Vzorky moce s koncentraci kreatininu vys$si nez 2 mmol/l byly nafedény
na tuto koncentra¢ni hladinu. Poolovana mo¢ vznikla smichdnim 200 pl od kazdého
z 38 vzorkli moce. Takto pfipravena poolovana mo¢ byla rozpipetovana na alikvoty
(400 pl), ktere byly zamrazeny (-20 °C).

Poolovana mo¢ byla nafedéna na koncentraci kreatininu 2 mmol/l, aby bylo po jejim
smichani s pifidavky QC v poméru 1:1 dosahnuto vysledné koncentrace kreatininu v mo¢i

1 mmol/Il.

3.7.2 Priprava smési pro vyrobu QC vzorki a kalibra¢nich standardi

QC vzorky a kalibra¢ni standardy byly pfipraveny ze smési standardd. Jednotlivé smési byly
smichany ze zasobnich roztokd standardt pfislusnych pro danou smés (kapitola 3.6.1-6).
Finalni koncentrace smési PP byla 654 uM, smési AMKHAS 2,22 mM, smési ACGLY
2,62 mM, smési KREA 6 mM, smési OXA 5 mM a smési CA 1,7 mM.

Priprava QC vzorki

Ze smési byly ptipraveny 2 ptidavky pro QC vzorky — QC1 a QC2 — na 3 koncentra¢nich
urovnich (HQC, MQC, LQC). Vzorek QC1 obsahoval standardy smési PP, AMKHAS
a ACGLY (kapitola 3.6.1-3). Pozadovana koncentrace standardu Vv piidavku pro LQC1,
MQC1 a HQCL je uvedena v Tab. 12.

Tab. 12: Pozadovana koncentrace standardi (obsazenych ve smésich PP, AMKHAS a ACGLY, kapitola
3.6.1-3) v ptidavku pro LQC1, MQC1 a HQCI.

PP (UM) AMKHAS (1M) ACGLY (uM)
HQC1 75,0 75,0 375
MQC1 25,0 25,0 15,0
LQC1 1,0 2,0 1,0

Vzorek QC2 obsahoval standardy smési KREA, OXA a CA (kapitola 3.6.4-6).
Jednotlivé hladiny QC2 vzorku byly piipraveny dle Tab. 13. Pro stachyosu byly

koncentrac¢ni hladiny zv1ast upraveny.
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Tab. 13: Pozadovana koncentrace standardi (obsaZenych ve smésich KREA, OXA a CA, kapitola
3.6.4-6) v ptidavku pro LQC2, MQC2 a HQC2.

KREA (uM) OXA (UM) CA (UM) Stachyosa (UM)
HQC2 75,0 75,0 37,5 50,0
MQC2 25,0 25,0 15,0 31,0
LQC2 1,0 2,0 1,0 12,5

Kazdy QC vzorek byl piipraven z 30 pl dvojnasobku pozadované koncentrace
standardu ve smési (Tab. 12-13), 30 ul poolované moce nafedéné na koncentraci kreatininu
2 mmol/l (kapitola 3.7.1) a 10 ul smési znaéenych IS. Ve vysledku tak bylo dosédhnuto
pozadované koncentrace piidavku a zaroven koncentrace kreatininu v mo¢i 1 mmol/I.

Pro kazdy QC vzorek byly pfipraveny 3 koncentrac¢ni hladiny v 5 replikatech.
Pied kazdou trojici koncentra¢nich bodi byl v ramci analyzy zafazen vzorek poolované
moce (30 pl poolované moce nafedéné na koncentraci kreatininu 2 mmol/l, 30 pl H20
a10 pl smési znaCenych IS). Pro prvni analyzu byl ptipraven slepy vzorek (H20).
QC vzorky byly po LC/MS analyze vyvinutou metodou (kapitola 3.5.1) vyhodnoceny

pomoci MultiQuant.

Priprava kalibracnich standardua

Ze smési byly taktéz pripraveny 2 vzorky Kalibra¢nich standardi — CAL1 a CAL2.
Ty piedstavovaly zaroven horni bod kalibraci ¢tyfnasobného fedéni. CAL1 byl pfipraven
smichanim smési obsazenych v QC1, zatimco CAL2 obsahoval standardy smési piitomnych
v QC2. Pozadovana koncentrace standardi v ramci smési pro CAL1 a CAL2 je uvedena
v Tab. 14-15.

Tab. 14: Pozadovana koncentrace standard( v rdmci smési pro CAL1 (zaroveti horni bod kalibrace).

PP (uM) AMKHAS (uM) ACGLY (uM)
CAL1L 100 100 50

Tab. 15: PoZzadovana koncentrace standardd v ramci smési pro CAL2 (zaroven horni bod kalibrace).

KREA (UM) OXA (UM) CA (UM) Stachyosa (UM)
CAL2 1709 500 484 50

Kalibra¢ni standardy CAL1 a CAL2 byly pouzity jako horni koncentra¢ni bod
kalibraci ctyfnasobného fedéni. CAL1 byl fedén v mocovém diluentu (Sigmatrix)
pro simulovani realnych podminek analytd v moci, CAL2 byl fedén 20mM octanem

amonnym.
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V rdmci jednoho kalibra¢niho standardu bylo pfipraveno 5 koncentracnich hladin
(ke kazdému koncentraénimu bodu byla ptidana smés znacenych IS v poméru 1:6), slepy
vzorek (mocovy diluent/20mM octan amonny) a nulovy kalibrator (mocovy diluent/20mM
octan amonny se smési znaCenych IS v poméru 6:1).

Kalibrace standardu byly po LC/MS analyze vyvinutou metodou (kapitola 3.5.1)

vyhodnoceny pomoci MultiQuant.

3.8 Aplikace vyvinuté LC/MS metody na vzorky pacienti s vybranymi
dédi¢nymi metabolickymi poruchami
Dva vzorky moci pacineti s DMP, 6 vzorka externi kontroly kvality (ERNDIM)
s prokazanymi DMP a 19 vzorkt mo¢i zdravych jedinct (kontrolni vzorky) byly nafedény
na koncentraci kreatininu 1 mmol/l. Ke kazdému vzorku byla pfidana smés znacenych IS
vpoméru 6:1. Ktakto nachystanym vzorkim byly pfipraveny taktéz kalibra¢ni fady
(popisujici kapitola 3.7.2), aby bylo mozné pfitomné metabolity v mo¢i kvantifikovat.
Byla provedena analyza vzorku finalni LC/MS metodou (kapitola 3.5.1). Analyzy byly
vyhodnoceny prostiednictvim MultiQuant. Namétfené koncentrace analyti ve vSech
vzorcich byly statisticky vyhodnoceny pomoci Z-skére. Chromatografické profily moci

pacientt byly srovnany s profily kontrolnich mo¢i.
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4 Vysledky

4.1 Experimentélni podminky finalni LC/MS metody

Separace byly provedeny na kapalinovém chromatografu UltiMate 3000 RS v kombinaci
s trojitym kvadrupdlem Triple Quad 6500. Pro vlastni separaci byla pouzita aminopropylova
kolona Luna. Mobilni faze A obsahovala 20mM octan amonny (pH 9,75) a mobilni faze B
100% acetonitril. Byla nastavena gradientova eluce (Obr. 9): 0-6 min: 95 % - 30 % B,
6—7 min: 30 % B, 77,5 min: 30 % - 95 % B, 7,5-10,7 min: 95 % B s prutokovou rychlosti
0,4 ml/min. Nasttik vzorku ¢inil 0,5 pl. Délka jedné analyzy byla 10,7 min.

Podil fizi [36)

Obr. 9: Prib¢h gradientové eluce.

Pomoci trojitého kvadrupélu bylo dosazeno detekce latek, a to jak v pozitivnim,
tak negativnim MRM modu. Ionizace analyti byla zajisténa elektrosprejem. Nastaveni
iontového zdroje bylo nasledujici: teplota iontového zdroje 400 °C, tlak zmlzujiciho
a pomocného plynu 40 arb, napéti spreje +/-4,5 kV, tlak kolizniho plynu 6 arb a tlak
cloniciho plynu 35 arb. Parametry pro jednotlivée metabolity (reten¢ni ¢as, deklastera¢ni
potencial, vstupni potencial, kolizni energie a vystupni potencial) byly ziskany pti ladéni
standardi v Analyst. Kvadrupdély Q1 a Q3 byly nastaveny na jednotkova rozliSeni, ¢as
pfepinani polarity v rdmci analyzy byl nastaven na 20 ms a pauza mezi méfenimi Cinila

5 ms.

4.2 Vyvoj avalidace LC/MS metody

Vyvoj metody zapocal reSer$i 0 specifickych diagnostickych mocovych biomarkerech

pro vybrané DMP, jez popisuje kapitola 2.2.1-7. Ty byly nasledné prostiednictvim

standardi ladény na hmotnostnim spektrometru nejdiive manualné a poté automaticky

pomoci Analyst. P¥i manualnim ladéni byla pro potvrzeni identity hmotnostni spektra

analytl porovnavana se spektry z databaze HMDB. Po kontrole spekter bylo spusténo
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automatické ladéni. Pro kazdou latku bylo ziskdno 4-5 specifickych MRM piechodt
v negativnim, v nékterych piipadech i v pozitivnim ioniza¢nim moédu, véetné dalSich
parametrii (retencni cCas, deklasteratni potencial, vstupni potencidl, kolizni energie
a vystupni potencidl). Ziskané parametry analytd byly uloZeny pod novou metodou
v programu Analyst.

Nasledné byly analyzovany smésné vzorky standardd. Po jejich LC/MS analyze byly
pomoci Analyst vyhodnoceny vSechny MRM piechody pro jednotlivé latky. Nézorna
ukazka ziskanych signali -MRM piechodu pro N-Acetylaspartat je zobrazena na Obr. 10.
Na zakladé poméru signala k Sumu (S/N, signal to noise) byl pro kazdy analyt vybran
nejcitlivéjsi MRM prechod s jeho specifickym produktovym iontem a timto zplisobem
upravena metoda byla uloZena jako finalni. Z Obr. 10 je tedy zfejmé, ze do finalni metody

byl pro N-Acetylaspartat vybran pfechod (174,0/88,0 — S/N 179), ktery je oznacen fialové.

Obr. 10: Ziskané —-MRM piechody pro N-Acetylaspartat pti ladéni metody. Jednotlivé signaly jsou rozliSeny
barevné. Ve vytezu (modfe) je zobrazen Sum piislusnych signali.
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V dalsi fazi vyvoje metody bylo testovano elu¢ni chovani acylglycinovych isomert
(butyrylglycin/isobutyrylglycin, valerylglycin/isovalerylglycin/2-methylbutyrylglycin,
3-methylkrotonylglycin/tiglylglycin), unichzse obvykle pouziva spolecny glycinovy
fragment sm/z 74,0. Analyzou smési acylglycini byly pomoci programt Analyst
a MultiQuant vyhodnoceny MRM piechody acylglycint v negativnim (Tab. 16) i pozitivnim
modu a jejich retenéni chovani. Z reten¢nich ¢asi a MRM piechodli isomerti uvedenych
v Tab. 16 vyplyva, ze vyvinuta metoda neumoziuje rozliSeni isomert butyrylglycinu
od isobutyrylglycinu, stejné¢ tak valerylglycinu, isovalerylglycinu a 2-methylbutyrylglycinu
a 3-methylkrotonylglycinu a tiglylglycinu v negativnim mddu. Obr. 11 znazoriuje elu¢ni

chovani nejen zminénych isomert. ZTab.16a Obr. 11 tedy plyne, Ze isomery
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(butyrylglycin/isobutyrylglycin, valerylglycin/isovalerylglycin/2-methylbutyrylglycin,
3-methylkrotonylglycin/tiglylglycin) koeluji, ale Ze tiglylglycin mé navic sviij specificky
ptechod lisici se od ostatnich svym produktovym iontem (156,0/112,0).

Tab. 16: -MRM ptechody a retenéni chovani acylglycint (Q1 — prekurzorovy ion, Q3 — produktovy ion,
RT — retenéni Cas).

Acylglyciny Q1 (Da) Q3 (Da) RT (min)
Acetylglycin 116,0 74,0 47
Propionylglycin 130,0 74,0 4,2
Butyrylglycin 144,0 740 3.9
Isobutyrylglycin
Valerylglycin
Isovalerylglycin 158,0 74,0 3,7
2-Methylbutyrylglycin
Hexanoylglycin 172,0 74,0 3,5
3-_Methy|k_rotonylg|ycm 156,0 74.0 38
Tiglylglycin
Tiglylglycin 156,0 112,0 3,8
Fenylpropionylglycin 206,0 74,0 3,5
Suberylglycin 230,0 74,0 7,7
Glutarylglycin 188,0 74,0 7,7
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Obr. 11: Elu¢ni chovani acylglycint (negativni méd).
1 — acetylglycin, 2 — propionylglycin, 3 — butyrylglycin, isobutyrylglycin, 4 — valerylglycin, isovalerylglycin,

2-methylbutyrylglycin, 5 — hexanoylglycin, 6 — methylkrotonylglycin, tiglylglycin, 7 — tiglylglycin,
8 — fenylpropionylglycin, 9 — suberylglycin, 10 — glutarylglycin.

Déle byla porovnéana a vyhodnocena intenzita odezev jednotlivych +/-MRM piechodt
acylglycinli, naceZ byl do findlni metody vybran pouze nejcitlivéjsi MRM ptechod
pro kazdého znich. Vybrané MRM piechody vSech analyti byly ulozeny pod finalni
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metodou (Tab. 17). Vzhledem ke své povaze meéla vétSina analyti vysSsi citlivost
Vv negativnim modu (Obr. 12), az na vyjjimky propionylglycinu, isomerd valerylglycinu
a glutarylglycinu, jez dosahly vyssi citlivosti v médu pozitivnim (Obr. 13).

Vzhledem k tomu, Ze vyvinuta metoda neumoznila rozliSeni jednotlivych isomert
v negativnim ani pozitivnim modu, do validaéniho experimentu byl vybran pouze

jeden zastupce za danou skupinu isomert (valerylglycin, butyrylglycin).

70



Tab. 17: Souhrn +/-MRM prechodii diagnostickych biomarkerti ve finalni metodé (Q1 — prekurzorovy ion,
Q3 — produktovy ion, RT — retenéni ¢as, DP — deklastera¢ni potencial, EP — vstupni potencial, CE — kolizni
energie, CXP — vystupni potencial).

RT DP EP CE CXP

Diagnosticky biomarker Q1 (Da) Q3 (Da) min) V) ) ) (V)

(Iso)Butyrylglycin 144,0 74,0 3,9 -40 -10 -14  -10
(Iso)Valerylglycin,

2-Methylbutyrylglycin 160,0 75,8 3,7 10 10 13 10
2,8-Dihydroxyadenin 166,0 123,0 5,0 -55 -10 -16  -10
2-Deoxyuridin 2270 183,8 2,1 -60 -10  -20 -5
3-Methylkrotonylglycin, 156,0 74,0 38 40 10 -14 -10
Tiglylglycin ' ' '

Adenin 133,9 106,8 2,9 -60 -10 24 5
Adenosin 265,9 133,7 2,7 -40 -10 -10 -5
AICAr 257,1 124,9 2,9 -60 -10 -16 -10
Argininosukcinat 289,0 131,9 55 -50 -10 -30 -10
Deoxyadenosin 250,0 133,8 2,3 55 -10 11 5
Deoxyguanosin 265,9 149,9 3,2 70 -10 -24 -8
Deoxyinosin 251,0 134,8 3,3 -60 -10  -24  -10
Dihydrothymin 127,0 42,0 2,0 -35 -10 -22 5
Dihydrouracil 112,9 42,1 2,0 -40 -10  -22 -5
Erythritol, Threitol (C4ol) 121,0 88,9 2,4 -35 -0 -14 -1
Fenylpropionylglycin 206,0 74,0 4,2 -45  -10 -18 -10
Galaktitol, Mannitol, 180.9 88.9 29 270 10 -20 5
Sorbitol (C6ol) ’ ’ ’

Glukosa, Manosa,

Galaktosa (C6) 178,9 88,9 3,0 -35 -10 -12 -1
Glutarylglycin 190,2 76,0 7,7 11 10 11 10
Guanidinoacetat 115,9 73,9 3,6 -40 -10  -12 -5
Guanosin 281,9 149,9 3,5 -75 -10 24 -9
Hexanoylglycin 172,0 74,0 3,5 -40 -10  -18 -10
Homocitrulin 188,0 145,1 3,8 -50 -10 -18 5
Hypoxanthin 134,8 91,8 3,5 -60 -10  -22 -5
Inosin 266,8 134,8 3,6 -55 10 24 -7
IS-HG 175,0 77,0 3,5 -40 -10 -18 -10
IS-SA 311,1 89,9 5,0 -50 -10 -22 5
I1S-Ado 271,0 133,8 2,7 -45 -10 -12 5
I1S-Gal 187,0 91,9 3,1 -60 -10 22 5
IS-OA 156,9 112,8 53 -25 -10 -12 5
IS-U 113,0 429 2,1 -55 -10 -24 5
IS-X 152,9 108,8 4,5 -25 -10 -22 5
IS-GAA 118,0 75,9 3,6 -50 -10 -12 5
IS-Hx 137,0 92,9 3,5 -50 -10 22 5
IS-Kreatin 133,0 90,9 3,5 -40 -10 -12 5
IS-Kr 115,0 67,9 2,4 -50 -10 -22 5
Kreatin 129,9 87,7 3,5 -40 -10  -12 -5
Kreatinin 112,0 67,8 2,4 -50 -10 22 5
Kyselina mocova 167,0 124,0 6,0 -45 -10 -22  -15
Kyselina orotova 154,8 110,9 53 35 <10 14 9
Kyselina oxalova 88,9 60,9 7,7 -10  -10 -12 -9
Kyselina sialova 307,9 86,8 50 -55 -10  -24 -5
Maltosa, Laktosa,

Sacharosa (C12) 341,0 160,9 3,6 -65 -10 -12 5
Maltotriosa, Melezitosa, 503.1 341.0 3.9 110 -0 -12  -21

Rafinosa (C18)




Myo-Inositol (C6-ol) 178,9 140,9 3,5 95 -10 -18 -9
N-Acetylaspartat 174,0 88,0 7,8 -5 -10 22 -11
N-Acetylglutamin 187,0 145,0 49 -45 -10 -18 -7
N-Acetylglycin 116,0 74,0 4,7 35 -10 14 -10
N-Acetylleucin 172,0 130,1 3,7 20 -10 -18 -9
N-Acetylserin 146,0 84,0 4,8 20 -10 -18 -7
N-Acetylvalin 158,0 116,0 3,9 -15 -10 -18 -13
Orotidin 287,0 1110 5,0 -60 -10 -25 -10
Perseitol, VVolemitol 211,0 1007 33 80 -10 -2 -l1
(C7ol)

Propionylglycin 131,9 75,7 4,2 10 10 11 10
Rhamnosa (C6) 163,0 102,9 2,3 -45 -10  -10 -5
Ribosa, Xylosa,

Arabinosa (C5) 149,0 88,8 2,2 -3 -10 -10 -11
SAICAr 3729 1249 6,5 75 <10 36 -10
Sedoheptulosa,

Manoheptulosa (C7) 209,0 119,0 3,0 35 -10 -10 -9
Stachyosa (C24) 665,1 382,9 4,1 -100 -10 -44 -23
Suberylglycin 230,0 74,0 7,7 50  -10 -25  -10
Sukcinylaceton 156,9 98,8 3,8 -35 -10  -12 -5
Sukcinyladenosin 382,1 206,0 6,5 -60 -10 -20 -10
Thymidin 241,0 124,9 2,1 -60 -10 -12 -5
Thymin 125,0 42,1 2,1 45 -10 24 5
Tiglylglycin 156,0 112,0 3,8 45 10 -14  -10
Uracil 110,9 42,1 2,1 45 10 245
Uridin 243,2 200,0 2,6 -60 -10 -20 -10
Xanthin 150,8 107,8 4,5 -60 -10 -22 -7
Xylitol, Ribitol, Arabitol 151.0 888 2.7 55 .10 -16 -1

(C50l)
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Obr. 12: Chromatogram standardt zahrnutych ve finalni LC/MS metod¢ (negativni mad).
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Obr. 13: Chromatogram standardii zahrnutych ve finalni LC/MS metodé (pozitivni mdd).
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4.2.1 Linearita, LOD a LOQ
Soucasti validace metody bylo stanoveni LOD a LOQ analytt z kalibraénich kiivek a jejich
porovnani s fyziologickymi koncentra¢nimi mezemi v moci.

Kalibra¢ni fady smésnych vzorku standardi byly po LC/MS analyze vyhodnocovany
v MultiQuant. Po automatické integraci piki jednotlivych analytii byla provedena manudlni
kontrola integrovanych piki. Nasledné byla vyhodnocena integrace piki na pfitomné interni
standardy (Tab. 18-23). Poté byla vyhodnocena linearita kalibra¢nich fad (korela¢ni
koeficient) za pouziti vazeni 1/y, LOD (trojndsobek Sumu zakladni linie) a LOQ
(desetinasobek Sumu zakladni linie) pro jednotlivé analyty v ramci smési (Tab. 18-23).
V tabulkéch jsou v rdmci pichledu uvedeny fyziologické koncentra¢ni meze (>1 rok)
jednotlivych analyti v moci (pfevzato z databaze HMDB a z piedpisu uzivanych mezi
Vv laboratofi metabolomiky, LF UPOL).

Vétsina metabolitd dosahla korela¢niho koeficientu vyssiho nez 0,99, to znamena,
7e se docililo linearni odezvy. Pouze 5 metaboliti mélo hodnotu nizsi, jez je v tabulkach
vyznacena ¢ervené. V piipadé 2,8-dihydroxyadeninu nebylo mozné stanovit Zadny z téchto
valida¢nich parametri, jelikoZz se nepodatilo detekovat jeho odezvy. Diivodem je jeho $patna

rozpustnost, kterd ovlivnila ptipravu jeho standardu.

Tab. 18: Stanoveni korela¢nich koeficientt standardti smési PP; LOD a LOQ. Déle je uveden IS, kalibra¢ni
rozsah a piehled fyziologickych koncentraénich mezi (>1 rok) pfislusnych analytt v mo¢i.

Kalibracni LOD LOQ Fyziologicka Korelacni
Analyt rozsah IS mez .
M) WM) M) olmot ke Koeficient

2,8-Dihydroxyadenin 0,2-100 - n.s. n.s. <2 n.s.

2-Deoxyuridin 0,2-100 IS-U 0,07 0,23 <2 0,9989
Adenin 0,2-100 IS-Ado 0,01 0,02 <2 0,9982
Adenosin 0,2-100 IS-Ado 0,19 0,63 <2 0,9990
AICAr 0,2-100 IS-Ado 0,01 0,03 <5 0,9945
Deoxyadenosin 0,2-100 IS-Ado 0,13 0,44 <2 0,9997
Deoxyguanosin 0,2-100 IS-Ado 0,10 0,34 <2 0,9995
Deoxyinosin 0,2-100 IS-Ado 0,05 0,17 <2 0,9991
Dihydrothymin 0,2-100 IS-Gal 3,40 11,33 <10 0,9982
Dihydrouracil 0,2-100 IS-Ado 12,50 41,63 <15 0,9560
Guanosin 0,2-100 1S-Krea 0,13 0,43 <2 0,9993
Hypoxanthin 0,2-100 IS-Krea 0,18 0,59 <30 0,9980
Inosin 0,2-100 IS-Krea 0,03 0,11 <2 0,9967
Kyselina orotova 0,2-100 IS-SA 0,22 0,75 <5 0,9932
Orotidin 0,2-100 IS-X 0,04 0,13 <5 0,9971
SAICAr 0,2-100 IS-Ado 0,02 0,06 * 0,9992
Sukcinyladenosin 0,2-100 I1S-X 0,08 0,25 <21 0,9989
Thymidin 0,2-100 IS-U 0,03 0,09 <2 0,9984
Thymin 0,2-100 IS-U 0,08 0,25 <4 0,9998
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Uracil 0,2-100 IS-U 0,14 047 <20 0,9997
Uridin 0,2-100 IS-Ado 0,13 045 <9 0,9973
Xanthin 0,2-100 IS-X 0,10 0,32 <30 0.9981

n.s.: nebylo stanoveno
* nedohledano

Tab. 19: Stanoveni korela¢nich koeficientii standard smési AMKHAS; LOD a LOQ. Dale je uveden IS,
kalibraéni rozsah a piehled fyziologickych koncentraénich mezi (>1 rok) piislusnych analyti v mogi.

Kalibracni LOD  LOQ Fyziologicka Korelacni
Analyt rozsah IS mez ..
(M) (UM)  (UM) (mmol/mol kr.) koeficient
Argininosukcinat 0,2-100 IS-SA 0,59 1,95 <54 0,9963
Homaocitrulin 0,2-100 IS-GAA 0,10 0,32 <38,0 0,9982
N-Acetylaspartat 0,2-100 IS-X 0,81 2,69 <443 0,9976
N-Acetylglutamin 0,2-100 IS-SA 0,29 0,95 11,1-26,1 0,9961
N-Acetylleucin 0,2-100 IS-Krea 0,07 0,24 * 0,9990
N-Acetylserin 0,2-100 IS-X 1,17 3,90 * 0,9984
N-Acetylvalin 0,2-100 IS-GAA 0,11 0,38 * 0,9973
Sukcinylaceton 0,2-100 IS-Krea 2,62 8,73 <50 0,9985

* nedohledano

Tab. 20: Stanoveni korela¢nich koeficientti standardi smési ACGLY; LOD a LOQ. Dale je uveden IS,
kalibra¢ni rozsah a piehled fyziologickych koncentra¢nich mezi (>1 rok) ptislusnych analyti v mo¢i.

Kalibracni Fyziologicka

Analyt rozsah IS LOD  LOQ mez Korefk.zcm
(M) WM M) molmot k) KOefictent
Acetylglycin 0,1-50 IS-HG 1,44 4,80 0,420-3,470 0,9978
Propionylglycin 0,1-50 IS-HG 0,06 0,20 <2,100 0,9988
(Iso)Butyrylglycin 0,1-50 IS-HG 0,14 048 < 1,650 0,9991
Iso)Valerylglycin,
g_M)ethylbit%lglycin 0150  IS-HG 008 027 <0,110 0,0994
Hexanoylglycin 0,1-50 IS-HG 0,03 0,11 <2,880 0,9995
SMethylkrotonylglyein, o1 50 |sHG 043 144 <10000 0,0994
Tiglylglycin
Tiglylglycin 0,1-50 IS-HG 358 11,91 < 7,000 0,9954
Fenylpropionylglycin 0,1-50 IS-HG 0,01 0,05 < 2,000 0,9995
Suberylglycin 0,1-50 IS-HG 0,03 0,10 0,050-0,530 0,9994
Glutarylglycin 0,1-50 IS-HG 0,09 0,29 0,003-0,052 0,9993
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Tab. 21: Stanoveni korela¢nich koeficientd standard smési KREA; LOD a LOQ. Dale je uveden IS, kalibra¢ni

rozsah a piehled fyziologickych koncentraénich mezi (>1 rok) pfislusnych analytti v mo¢i.

Kalibracni LOD LOQ Fyziologicka Korelacni
Analyt rozsah IS mez ..
(M) WM M) molmol kry  KOSTicient
Kreatin 4-2000 IS-Krea 1,90 6,32 5-1000 0,9983
Kreatinin 4-2000 IS-Kr 4,68 15,58 0,9989
Kyselina moéova 4-2000 IS-SA 0,04 0,13 275-750 0,9938

Tab. 22: Stanoveni korela¢nich koeficientii standardii smési OXA; LOD a LOQ. Déle je uveden IS, kalibraéni

rozsah a piehled fyziologickych koncentraénich mezi (>1 rok) pfislusnych analytti v mo¢i.

Kalibracni LOD LOQ Fyziologicka Korelacni
Analyt rozsah IS (M) (M) mez Koeficient
(M) H KM (mmolimol kr.)
. . 139,2
Kyselina oxalova 1-500 IS-SA 9 463,82 <53 0,9751
Guanidinoacetat 1-500 IS-Krea 0,13 0,44 <135 0,9993
Kyselina sialova 1-500 IS-SA 0,16 0,54 <50 0,9971

Tab. 23: Stanoveni korela¢nich koeficientt standardi smési CA; LOD a LOQ. Dale je uveden IS, kalibra¢ni

rozsah a piehled fyziologickych koncentraénich mezi (>1 rok) pfislusnych analytii v moci.

Kalibracni LOD LOQ Fyziologicka Korelacni
Analyt rozsah IS mez .
M) WM M) molmol k) KOeficient
Glukosa 1-500 IS-Gal 1,46 4,85 15,6-4,6 0,9986
Rhamnosa 1-500 IS-Gal 4,01 13,36 * 0,9722
Sedoheptulosa 1-500 IS-Kr 0,31 1,04 * 0,9858
Ribosa 1-500 IS-Gal 7,80 25,97 20,9-58,7 0,9905
Maltotriosa 1-500 I1S-Krea 0,90 2,98 * 0,9912
Maltosa 1-500 IS-Gal 1,16 3,88 9,9-23,0 0,9938
Stachyosa 1-500 IS-0OA 0,29 0,97 22,9-45,5° 0,9845
Galaktitol 1-500 IS-Gal 1,36 4,52 <200,0 0,9973
Xylitol 1-500 IS-Gal 2,18 7,27 4,9-7,0 0,9969
Erythritol 1-500 IS-Gal 0,46 1,53 65,0-121,0 0,9968
Perseitol 1-500 IS-Krea 0,14 0,46 * 0,9938
Myoinositol 1-500 IS-Krea 0,03 0,11 4,1-66,0 0,9982

* nedohledéno
° referenéni mez tetrasacharidu glukosy (isomeru stachyosy), pfevzato z An et al., 2005

4.2.2 Opakovatelnost, mezilehla piresnost a vytéZnost

V druhém validacnim experimentu byla stanovena opakovatelnost, mezilehla piesnost

a vytéznost (recovery) LC/MS metody na vzorcich LQC, MQC a HQC. Hodnoty

jednotlivych valida¢nich parametri jsou pro vSechny analyty (rGznych koncentracnich
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pridavki v LQC, MQC a HQC) uvedeny v Piilohach 1-3. Nazorna ukazka z ptiloh
je zobrazena v Tab. 24-26.

Opakovatelnost piedstavuje presnost Vv sériich, tedy pfesnost analytickych vysledkt
ziskanych ze tfi dni. Mezilehla piesnost udava piesnost mezi jednotlivymi sériemi a celkova
vytéznost (recovery) reflektuje extrakéni a¢inost vyvinuté metody.

Prostednictvim Microsoft Excel byly ziskané koncentrace analytd statisticky
vyhodnoceny — byly vypocitany pramérné koncentrace pfislusnych sérii a v navaznosti
na to smerodatné odchylky.

Ze ziskanych dat (viz Prilohy 1-3) je patrné, Ze ne vSechny analyty spliiuji limit
max. 15% odchylky (dle valida¢ni pfiru¢ky od EMA). Napiiklad maltotriosa (a jeji isomery),
N-Acetylaspartat, stachyosa, suberylglycin ¢i sukcinyladenosin nedosahly ocekavané
vytéznosti metody (velmi nizké hodnoty aZ 43 %). Stejné tak u dalSich analyti 1ze sledovat
procentudlni odchylku opakovatelnosti, mezilehlé piesnosti nebo vytéznosti i VEtsi
nez30%. Vtéchto piipadech lze metodu povazovat za semikvantitativni,

coz je vsak pro diagnostické uc¢ely dostacujici.

Tab. 24: Stanoveni opakovatelnosti, mezilehlé piesnosti a vytéznosti pro vybrané analyty (LQC).

Mezilehla

Analyt (LQC) Opakovatelnost piesnost Vytéznost
(%) (%) (%)
(Iso)Butyrylglycin 13,2 11,9 124,2
(Iso)Valerylglycin, 2-Methylbutyrylglycin 12,1 10,7 92,9
2,8-Dihydroxyadenin n.s. n.s. n.s.
2-Deoxyuridin 3,6 3,7 64,0
3-Methylkrotonylglycin, Tiglylglycin 9,5 57 111,8

n.s.: nebylo stanoveno

Tab. 25: Stanoveni opakovatelnosti, mezilehlé piesnosti a vytéznosti pro vybrané analyty (MQC).

Mezilehla

Analyt (MQC) Opakovatelnost piesnost Vytéznost
(%) o) (%)
(Iso)Butyrylglycin 9,4 7,6 1114
(Iso)Valerylglycin, 2-Methylbutyrylglycin 10,1 7,5 76,5
2,8-Dihydroxyadenin n.s. n.s. n.s.
2-Deoxyuridin 49 3,4 77,1
3-Methylkrotonylglycin, Tiglylglycin 5,0 4,6 89,7

n.s.: nebylo stanoveno
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Tab. 26: Stanoveni opakovatelnosti, mezilehlé piesnosti a vytéznosti pro vybrané analyty (HQC).

Mezilehla

Analyt (HQC) Opakovatelnost presnost Vyteznost
(%) %) (%)
(Iso)Butyrylglycin 12,6 10,8 115,7
(Iso)Valerylglycin, 2-Methylbutyrylglycin 12,9 10,7 91,5
2,8-Dihydroxyadenin n.s. n.s. n.s.
2-Deoxyuridin 6,5 49 84,5
3-Methylkrotonylglycin, Tiglylglycin 7,0 59 90,0

n.s.: nebylo stanoveno

4.2.3 Diagnostika pacienti s dédi¢cnymi metabolickymi poruchami vyvinutou
LC/MS metodou

Pomoci vyvinuté LC/MS metody byly analyzovany 2 vzorky moéi pacientdt s DMP
a 6 vzorka externi kontroly kvality (ERNDIM), u kterych byla prokazana DMP. Pomoci
kalibraci byly diagnostické biomarkery vybranych DMP kvantifikovany a v navaznosti
na to byla dle srovnavni s fyziologickymi koncentracemi (pfevzatymi z databdze HMDB
a z predpisu uzivanych mezi v laboratofi metabolomiky, LF UPOL) provedena diagnostika
pacientt (Tab. 27). Metabolické profily studovanych vzorka jsou zobrazeny
na Obr. 14-21. Znaméfenych koncentraci analyti jak ve zdravych kontrolach,

tak ve vzorcich pacienti byla provedena statisticka analyza prostiednictvim Z-skore
(Obr. 22).

Tab. 27: Koncentrace biomarkerti specifickych pro DMP ve vzorcich pacientii nebo vzorcich externi kontroly
kvality

L, Diagnosticky Koncentrace  Fyziologické meze el
Onemocnént biomarker (M) (M) Z-skore

Thymidin 32,9 <20 10,1

MNGIE 2-Deoxyuridin 52,3 <20 13,9

Uracil 185,6 < 20,0 7,7

DPDD Thymin 70.4 <40 16,5

CTLN1 Kyselina orotova 61,3 <50 4,6

ASA Argininosukcinat 11190,0 <54 13,7

Kyselina orotové 21,0 <50 3,6

Kyselina orotova 97,9 <50 5,0

ORNTID Homocitrulin 27,1 <8,0 4,6

Hexanoylglycin 24,8 <29 8,5

MCADD Fenylpropionylglycin 2210 <20 3,0

IVA Isovalerylglycin 3436,0 <0,1 8,3

Galaktitol 24600,0 < 200,0 7.3

GALT/K/E-D Galaktosa 46410,0 15,6-47,6 8,3

79



2.3e6 1

1.9¢6 1

Intenzita (cps)

1.5e6

1.1e6 1

7.0e5 1

3.0e5

Thymidin

Intenzita (cps)

2-deoxyuridin

0.0

1.55 1.75

1.95

Cas (min)

3.0e3 1

2.5e3 1

2.0e3

1.5e3 -

1.0e3 1

iy

5.0e2

Thymidin

2-deoxyuridin

0.0

1.55 175 195 215
Cas (min)

Obr. 14: Metabolicky profil biomarkera u pacienta s MNGIE a vzorku zdravého jedince.
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Obr. 15: Metabolicky profil biomarkera u pacienta s DPDD a vzorku zdravého jedince.
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Obr. 18: Metabolicky profil biomarkera u pacienta s ORNT1D a vzorku zdravého jedince.
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Obr. 20: Metabolicky profil biomarkeru u pacienta s IVA a vzorku zdravého jedince.
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5 Diskuze

Diagnostika DMP je v soucasné dob¢é zaloZena na analyze metabolitti charakteristickych
pro jednotliva onemocnéni. V ramci této prace byly feSeny biomarkery pro vybrané skupiny
DMP lokalizovanych zejména v metabolismu purind, pyrimidint, kreatinu, moc¢ovinového
cyklu, B-oxidace mastnych kyselin a BCAA. Z chemického hlediska se jedna o latky velmi
riznorodé, zahrnujici purinové apyrimidinové baze a ribosidy, N-acetylované
aminokyseliny, acylglyciny, cukry, alkoholy a dal§i vybrané¢ dtlezit¢é diagnostické
biomarkery. Vyskytuji se v télnich tekutinach Vv Sirokém koncentra¢nim rozmezi,
aproto se k jejich analyze vyuziva pokrocilych analytickych technik (kapitola 2.3).
V soucasnosti vSak neexistuje ,,univerzalni“ metoda, ktera by umoznila multikomponentni
analyzu pro celou Sirokou skupinu DMP.

V této praci byla vyvinuta LC/MS metoda, zahrnujici 76 metabolitt, pro diagnostiku
vice nez 50 onemocnéni. Metoda se vyznaCuje snadnou piipravou vzorku a rychlou
analyzou. Rychlost hraje dileZitou roli pro diagnostiku DMP, a to pfedev§im onemocnéni
z intermediéarniho metabolismu, pro néz je dilezité zahajit véasnou 1é¢bu.

Pro rutinni diagnostiku organickych acidurii, ktera je na zakladé¢ pfitomnosti
acylglycini také zahrnuta v nové vyvinuté metod¢, se primarné pouziva GC/MS technika,
ktera je vSak Casov€ naro¢na kvuli nezbytné derivatizaci netékavych latek — organickych
kyselin (lvanovova, 2018). Vysoka separa¢ni G¢innost a selektivita staciondrnich fazi
umoziuje rozlisit latky o stejné molekulové hmotnosti, jeZ se li$i prostorovym uspotfadanim
atomu (isomery) (Dettmer et al., 2007; Nguyen et al., 2013). GC/MS je navic pomérné malo
citliva pro analyzu acylglycinti (nizkd extrakéni a separani ucinnost, tvorba vice
derivatizaénich produkti) a kvantifikace predstavuje velkou vyzvu. Proto byla pro rychlou
diagnostiku vybranych DMP zvolena pravé metoda LC/MS.

Touto metodou se podafilo analyzovat 76 metaboliti v moci. S cilem zajistit
co nejlepsi kvantifikaci analyti bylo pouZito celkem 11 izotopicky znacenych IS, podobné
jako v roce 2019 pouzili pii validaci LC/MS metody pro diagnostiku purinti a pyrimidind
Monostori et al. Pouziti zna¢enych IS poskytlo spolehlivou kvantifikaci analytt. Pti vybéru
znacenych IS pro jednotlivé analyty byla stéZejni zejména podobnost retencniho Casu,
pfipadné struktury latek. Na zékladé€ ziskanych hodnot opakovatelnosti, mezilehlé ptfesnosti
a vytéznosti lze metodu vramci nékterych analyti povazovat za semikvantitativni,

jelikoz jsou odchylky u nékterych z nich vétsi nez 30 %.
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Valida¢nimi experimenty bylo zjiSténo, ze metoda v 5 ptipadech neposkytuje zcela
linearni odezvu. Jedna se o dihydrouracil, kyselinu oxalovou, rhamnosu, sedoheptulosu
(ajeji isomer) astachoysu. Stachyosa, pfirozené se v organismu nevyskytujici, byla
do metody pifidana jako isomer pro tetrasacharid glukosy, jenz se vyuziva jako biomarker
pro sledovani terapeutické odpovédi na enzymovou substitucni terapii pii Pompeho chorobé
(An et al., 2005). Pfipadnou odezvu -MRM piechodu stachyosy lze tedy piiradit pravé
tetrasacharidu glukosy.

U néekterych acylglycint, cukri a alkoholit metoda neposkytuje dostate¢nou separaci.
Pro tyto biomarkery tato metoda slouzi ke skrininku.

Nazorna ukazka koeluce acylglycinovych isomeril je zobrazena na Obr. 11. Ackoliv
nelze koelujici isomery separovat, Ize je semikvantifikovat, vzhledem k jejich strukturni
podobnosti. Diferenciélni diagnostika pro zjisténi konkrétniho onemocnéni pak spociva
V nasledném testovani za vyuziti dalSich biomarkert. Nicméné¢, tiglylglycin kvantifikovat
1ze, jelikoz ma jako jediny z isomert specificky MRM ptechod (Tab. 16).

Vyvinuta LC/MS metoda byla aplikovana na vzorky mo¢i zdravych jedinci a pacientt
s DMP. Vzorky zdravych jedinct slouzily k ovéfeni referen¢nich mezi zdravé populace.
Déle byly v ramci prace analyzovany vzorky pacienti s 8 riznymi DMP. Byly ziskany
metabolické profily biomarkert specifickych pro dana onemocnéni
(Obr. 14-21). Ziskana data byla statisticky zpracovana, vysledkem ¢ehoz bylo Z-skore
(Obr. 22) znazornujici distribuci koncentraci studovanych analyti v moc¢i zdravych
jedinct a pacientll. Za pozitivni je vzorek povazovan tehdy, pokud je hodnota Z-skore vyssi
nez 2. U vzorkl pacientd lze pozorovat jak signifikantni odchylky u diagnostickych
biomarkert ptislusné DMP, tak i (v nékterych ptipadech) zvyseni ¢i sniZeni dal$ich analytt
z diivodu metabolické nerovnovahy.

V moci pacienta s MNGIE, defektem thymidinfosforylasy (EC 2.4.2.4), katalyzujici
reverzibilni fosforolyzu 2-deoxyuridinu na uracil a thymidinu na thymin (Filosto et al.,
2018), byly nalezeny substraty této enzymové reakce, 2-deoxyuridin a thymidin. Jejich
hladina byla zvysena o vice nez jeden f&d — ve srovnani s fyziologickymi hodnotami. Navic
byly nalezeny sekundarné zvysené samotné pyrimidinové baze uracil a thymin, které nejsou
uvadény v literatute jakoZzto charakteristické biomarkery pro MNGIE.

V mo¢i pacienta s DPDD, defektem dihydropyrimidindehydrogenasy (EC 1.3.1.2),
jez katalyzuje pfeménu wuracilu a thyminu na dihydrouracil a dihydrothymin
(Van den Berghe etal., 2008), byly ve zvySené koncentraci (0 jeden tad) detekovany

substraty této enzymoveé reakce, uracil a thymin.
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V moci pacienta s CTLNI, za niz je zodpoveédny defekt
argininosukcinatsynthetasy 1 (EC 6.3.4.5) podilejici se na konjugaci citrulinu s aspartatem
za vzniku argininosukcinatu (Leonard, 2008), byla jako produkt vedlejsi reakce nalezena
kyselina orotova. Jeji hladina byla ve srovnani s fyziologickou hodnotou o jeden fad vyssi.

V moci pacienta s ASA, defektem argininosukcinatlyasy (EC 4.3.2.1) uplatiujici
se pii degradaci argininosukcinatu za vzniku argininu a fumaratu (Leonard, 2008; Erez et al.,
2011), byl detekovan o ¢tyii fady zvySeny argininosukcinat (substrat enzymové reakce)
aojedeniad zvySend kyselina orotova (produkt vedlejsi reakce) ve srovnani
s fyziologickymi hodnotami.

V mo¢i pacienta s ORNTID, defektem pienasece ornithinu, Vvychytavajici
a prenasejici ornithin z buné&¢ného cytosolu do matrix mitochondrie (Haberle and Rubio,
2014; Wild et al., 2019), byly nalezeny produkty vedlejSich reakci, kyselina orotova
a homocitrulin. Jejich hladina byla o jeden fad zvySena ve srovnani s fyziologickymi
hodnotami.

V moci pacienta s MCADD, defektem MCAD (EC 1.3.8.7), jez v rdmci pocatecniho
kroku B-oxidace katalyzuje pfeménu MK se stiedné dlouhym fetézcem (C6-C12) (Harding,
2017), byly nalezeny ve zvySené koncentraci produkty vedlejsich reakci,
fenylpropionylglycin a hexanoylglycin. Hladina fenylpropionylglycinu byla o dva tady
zvySena, zatimco hladina hexanoylglycinu byla zvySena pouze o jeden tad.

V mo¢i pacienta s IVA, defektem isovaleryl-CoA dehydrogenasy (EC 1.3.8.4),
zprostfedkovavajici pfeménu isovaleryl-CoA na 3-methylkrotonyl-CoA (Vockley
and Ensenauer, 2006), byl ve zvySené koncentraci detekovan produkt vedlejsi reakce,
isovalerylglycin. Jeho hladina byla zvySena o &tyfi fady ve srovnani s fyziologickou
hodnotou.

V moci pacienta s galaktosémii byla zvySena koncentrace galaktitolu a galaktosy.
V ptipadé galaktitolu byla hladina zvySena o 2 fady, zatimco u galaktosy o 3 fady. Pro urceni
presné diagndzy je vsak tato informace nedostacujici, nebot’ mtize predikovat GALTD,
GALKD ¢i dokonce GALED. Pro ptesné stanoveni diagnozy je proto nezbytné provést dalsi
testy v rdmci diferenciélni diagnostiky tykajici se napt. enzymové aktivity (Cuthbert et al.,
2008). Za wvyssi odezvy galaktitolu/mannitolu/sorbitolu a glukosy/manosy/galaktosy
U ostatnich pacientti mize byt zodpovédny nadmérny piisun glukosy nebo terapie 1é¢ivem
obsahujici mannitol.

Vyse uvedené piiklady analyzy moci pacienti s DMP prezentuji GspéSnou aplikaci

nové vyvinuté LC/MS metody.
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6 Zavér

Na zakladé reSerSe byly nalezeny specifické diagnostické mocové biomarkery DMP. Ty byly
pouzity pii vyvoji LC/MS metody, ktery zahrnoval optimalizaci MS parametra a pozorovani
elu¢niho chovani acylglycinovych isomert. V rdmci validace byla stanovena linearita, LOD,
LOQ, opakovatelnost, mezilehla ptesnost a celkova vytéznost metody. Validovana metoda
byla aplikovana na vzorky moci pacienti s DMP, naceZ potvrdila ptislusné diagndzy
pacienttl.

Nové vyvinutou, Semikvantitativni metodou lze analyzovat $iroké spektrum mocovych
metaboliti (celkem 76), a tak diagnostikovat DMP, zejména metabolismu purind,
pyrimidint, kreatinu, mo€ovinového cyklu, B-oxidace ¢i BCAA.

Vyhodou této metody je vysokd citlivost a selektivita umoziujici stanovit latky
Sirokého koncentra¢niho rozmezi. Na ukor rychlé analyzy vSak neposkytuje rozliSeni
nékterych isomerti. To v§ak neni vzhledem k ucelu metody, jimz je skrinink Sirokého spektra
DMP za kratky cas, prekazkou.

Nové vyvinuta LC/MS metoda byla v Laboratoii dédi¢énych metabolickych poruch,
oddéleni Klinické biochemie, Fakultni nemocnice Olomouc zavedena k rutinni diagnostice
DMP. Jeji aplikace v praxi pfinesla jednodussi a rychlejsi analyzu vzorkl. ZlepSenim
diagnostiky DMP lze piedejit zavaznym Klinickym projeviim jednotlivych onemocnéni

prostiednictvim zahdjeni v€asné terapie.
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8 Prilohy

Ptiloha 1: Stanoveni opakovatelnosti, mezilehlé ptesnosti a vytéznosti LC/MS metody na vzorcich LQC.

Opakovatelnost  Mezilehla presnost ~ Vytéznost

Analyt (LQC) (%) (%) (%)

(Iso)Butyrylglycin 13,2 11,9 1242
Iso)Valerylglycin,

g—M)ethbe)L/th)]/r{/lglycin 121 10.7 929
2,8-Dihydroxyadenin n.s. n.s. n.s.

2-Deoxyuridin 3,6 3,7 64,0
3-Methylkrotonylglycin, Tiglylglycin 9,5 5,7 111,8
Adenin 11,8 10,1 68,7
Adenosin 8,9 8,9 95,6
AICAr 17,4 10,8 98,4
Argininosukcinat 17,9 6,5 79,3
Deoxyadenosin 9,6 9,4 91,6
Deoxyguanosin 9,3 6,7 94,0
Deoxyinosin 6,3 51 93,8
Dihydrothymin 21,5 6,1 87,6
Dihydrouracil 46,5 13,7 81,9
Erythritol, Threitol (C4ol) 24,0 15,5 89,1
Fenylpropionylglycin 8,9 8,4 137,2
Galaktitol, Mannitol, Sorbitol (C6ol) 29,5 5,8 74,8
Glukosa, Manosa, Galaktosa (C6) 56,0 27,2 111,7
Glutarylglycin 17,9 14,6 117,0
Guanidinoacetat 26,9 6,4 59,2
Guanosin 18,3 8,2 105,0
Hexanoylglycin 10,0 7,4 130,7
Homocitrulin 22,3 8,0 97,5
Hypoxanthin 29,9 10,0 128,1
Inosin 18,3 8,4 106,6
Kreatin 37,5 14,0 81,1
Kreatinin 8,9 7,7 98,2
Kyselina mocova 27,3 23,2 112,2
Kyselina orotova 10,5 8,3 95,7
Kyselina oxalova 12,9 10,9 98,2
Kyselina sialova 12,8 12,0 107,1
Maltosa, Laktosa, Sacharosa (C12) 95,5 28,8 131,4
Maltotriosa, Melezitosa, Rafinosa (C18) 14,8 8,1 58,0
Myo-Inositol (C6-ol) 50,9 30,0 112,8
N-Acetylaspartat 12,3 6,6 68,9
N-Acetylglutamin 28,5 6,9 107,7
N-Acetylglycin 15,0 10,1 98,7
N-Acetylleucin 12,2 7,2 113,7
N-Acetylserin 9,8 6,7 92,8
N-Acetylvalin 7,0 6,6 101,4
Orotidin 18,8 8,2 95,0
Perseitol, VVolemitol (C7ol) 8,6 6,6 78,4
Propionylglycin 9,1 7,1 97,0
Rhamnosa (C6) 37,6 19,0 91,2
Ribosa, Xylosa, Arabinosa (C5) 46,4 20,4 92,3
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SAICAr 48,2 19,7 109,2
Sedoheptulosa, Manoheptulosa (C7) 11,0 9,3 92,7
Stachyosa (C24) 22,9 12,0 79,9
Suberylglycin 9,2 6,7 68,1
Sukcinylaceton 59,8 16,6 146,8
Sukcinyladenosin 8,1 5,7 48,6
Thymidin 7,3 7,3 124,1
Thymin 5,3 51 83,5
Tiglylglycin 11,2 8,8 1117
Uracil 19,3 5,8 100,5
Uridin 17,6 16,4 1315
Xanthin 25,6 7,7 114,6
Xylitol, Ribitol, Arabitol (C5ol) 26,9 15,0 94,5

n.s.: nebylo stanoveno
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Ptiloha 2: Stanoveni opakovatelnosti, mezilehlé piesnosti a vytéznosti LC/MS metody na vzorcich MQC.

Opakovatelnost  Mezilehld presnost ~ Vytéznost

Analyt (MQC) (%) (%) (%)
(Iso)Butyrylglycin 9,4 7,6 111,4
(Iso)Valerylglycin,

2-Methylbutyrylglycin 10.1 75 765
2,8-Dihydroxyadenin n.s. n.s. n.s.
2-Deoxyuridin 49 3,4 77,1
3-Methylkrotonylglycin, Tiglylglycin 5,0 4,6 89,7
Adenin 10,9 4,4 71,0
Adenosin 9,7 8,1 103,6
AICAr 15,5 5,6 98,2
Argininosukcinat 13,5 10,5 101,5
Deoxyadenosin 6,2 51 95,2
Deoxyguanosin 9,1 6,6 104,0
Deoxyinosin 10,2 6,0 98,2
Dihydrothymin 11,2 7,6 118,3
Dihydrouracil 22,9 10,6 91,6
Erythritol, Threitol (C4ol) 15,1 10,9 93,6
Fenylpropionylglycin 5,8 4,4 109,6
Galaktitol, Mannitol, Sorbitol (C6ol) 16,1 6,3 88,2
Glukosa, Manosa, Galaktosa (C6) 18,9 16,3 94,4
Glutarylglycin 15,0 12,5 117,5
Guanidinoacetat 13,6 7,9 88,7
Guanosin 10,8 5,8 106,5
Hexanoylglycin 7.8 6,3 105,1
Homocitrulin 8,1 50 75,2
Hypoxanthin 15,4 7,2 106,1
Inosin 13,1 6,3 97,2
Kreatin 16,7 12,7 94,8
Kreatinin 7,1 6,8 102,4
Kyselina mocova 23,3 15,2 125,0
Kyselina orotova 14,8 8,5 119,8
Kyselina oxalova 20,6 8,5 108,3
Kyselina sialova 8,5 6,5 107,4
Maltosa, Laktosa, Sacharosa (C12) 17,3 13,1 100,8
Maltotriosa, Melezitosa, Rafinosa (C18) 9,5 7,4 62,8
Myo-Inositol (C6-ol) 10,9 8,9 105,0
N-Acetylaspartat 4,7 3,6 48,7
N-Acetylglutamin 21,1 9,3 132,4
N-Acetylglycin 11,1 9,3 131,2
N-Acetylleucin 10,1 6,3 105,2
N-Acetylserin 12,6 6,5 99,4
N-Acetylvalin 5,0 4.3 92,2
Orotidin 9,6 6,4 79,9
Perseitol, Volemitol (C7ol) 7,6 4,7 85,2
Propionylglycin 9,6 9,4 81,2
Rhamnosa (C6) 10,8 7,6 92,3
Ribosa, Xylosa, Arabinosa (C5) 19,6 12,0 90,3
SAICAr 9,1 5,4 101,8
Sedoheptulosa, Manoheptulosa (C7) 9,0 8,5 91,9
Stachyosa (C24) 22,8 13,9 76,5
Suberylglycin 9,7 51 63,9
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Sukcinylaceton 10,9 8,2 108,1
Sukcinyladenosin 57 2,8 43,3
Thymidin 8,9 8,4 108,1
Thymin 59 40 83,9
Tiglylglycin 8,1 6,1 96,4
Uracil 8,2 4,5 100,0
Uridin 12,7 8,3 121,5
Xanthin 11,0 57 116,3
Xylitol, Ribitol, Arabitol (C50l) 12,1 9,1 96,7

n.s.: nebylo stanoveno
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Priloha 3: Stanoveni opakovatelnosti, mezilehlé piesnosti a vytéznosti LC/MS metody na vzorcich HQC.

Opakovatelnost  Mezilehld presnost ~ Vytéznost

Analyt (HQC) (%) (%) (%)
(Iso)Butyrylglycin 12,6 10,8 115,7
(Iso)Valerylglycin,

2-Methylbutyrylglycin 129 10.7 915
2,8-Dihydroxyadenin n.s. n.s. n.s.
2-Deoxyuridin 6,5 4,9 84,5
3-Methylkrotonylglycin, Tiglylglycin 7,0 59 90,0
Adenin 7,8 59 60,7
Adenosin 8,9 8,6 95,9
AICAr 12,6 6,6 81,6
Argininosukcinat 13,1 12,0 119,1
Deoxyadenosin 7,2 6,3 90,5
Deoxyguanosin 9,5 9,9 96,8
Deoxyinosin 8,9 9,1 94,5
Dihydrothymin 8,3 6,1 110,6
Dihydrouracil 16,4 55 92,8
Erythritol, Threitol (C4ol) 12,1 29 88,4
Fenylpropionylglycin 94 8,8 1117
Galaktitol, Mannitol, Sorbitol (C6ol) 7,4 3,0 90,6
Glukosa, Manosa, Galaktosa (C6) 9,0 6,0 82,6
Glutarylglycin 14,2 13,2 117,0
Guanidinoacetat 10,1 4,1 89,6
Guanosin 9,7 10,2 97,9
Hexanoylglycin 9,3 8,8 105,8
Homocitrulin 10,0 51 79,9
Hypoxanthin 8,7 8,9 90,6
Inosin 8,9 9,1 92,1
Kreatin 10,1 3,5 85,8
Kreatinin 6,2 2,9 96,0
Kyselina mocova 9,4 6,1 83,5
Kyselina orotova 12,4 10,1 101,3
Kyselina oxalova 12,6 6,6 88,7
Kyselina sialova 8,3 6,4 101,0
Maltosa, Laktosa, Sacharosa (C12) 10,3 8,6 92,0
Maltotriosa, Melezitosa, Rafinosa (C18) 7,4 7,2 68,5
Myo-Inositol (C6-ol) 9,6 4,8 99,7
N-Acetylaspartat 8,7 3,1 59,1
N-Acetylglutamin 12,1 10,5 121,2
N-Acetylglycin 11,1 10,3 125,0
N-Acetylleucin 9,6 9,9 108,4
N-Acetylserin 18,6 6,3 112,6
N-Acetylvalin 10,2 7,0 94,3
Orotidin 6,2 5,5 79,6
Perseitol, Volemitol (C7ol) 6,5 3,1 87,0
Propionylglycin 10,2 9,5 91,4
Rhamnosa (C6) 9,0 42 92,9
Ribosa, Xylosa, Arabinosa (C5) 9,7 53 88,0
SAICAr 9,8 6,8 95,0
Sedoheptulosa, Manoheptulosa (C7) 7,6 4,0 88,6
Stachyosa (C24) 11,3 6,7 74,1
Suberylglycin 115 6,6 72,3
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Sukcinylaceton 10,4 9,9 110,1
Sukcinyladenosin 8,5 3,4 56,2
Thymidin 11,1 9,6 90,5
Thymin 7.8 4.2 84,7
Tiglylglycin 8,8 6,3 93,6
Uracil 2,5 1,7 92,6
Uridin 8,1 6,7 97,7
Xanthin 13,0 3,6 93,6
Xylitol, Ribitol, Arabitol (C50l) 7,2 2,8 92,6

n.s.: nebylo stanoveno
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