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Cile prace
e Vypracovani reSerSe odborné literatury na dané téma (atypicka myopatie,
hmotnostni spektrometrie, statisticka analyza).

e Tvorba interni databaze vzorkii koni s podezfenim na atypickou myopatii

a kontrol. Piiprava vzorkt krevnich skvrn s naslednou analyzou metodami FIA-

MS a HPLS-MS/MS.

e Vyhodnoceni ziskanych dat a jejich interpretace.



1 Uvod

Ptedlozena diplomova prace se zabyva onemocnénim zvanym atypickd myopatie. Jedna
se 0 ziskany syndrom koni propukajici po poziti nazek a semenacku nékterych druht
javortu obsahujicich latky hypoglycin A a methylencyklopropylglycin (Votion et al.,
2014; Bochnia et al., 2019). Atypicka myopatie je doprovazena svalovou
rabdomyolyzou, tiesem, ztuhlosti, chvénim, pocenim a dal$imi klinickymi ptiznaky.

Hlavni toxické metabolity zminénych latek jsou zodpovédné za inhibici FAD
dependentnich acyl-CoA dehydrogenas a enoyl-CoA hydratas, ¢imz dochazi k ovlivnéni
metabolismu lipidi a aminokyselin s naslednou akumulaci meziproduktt téchto drah
(zejména acylkarnitinl a acylglycint v krvi a moci).

Technika FIA-MS byva vyuzivana vramci novorozeneckého screeningu pro
rychlou a spolehlivou analyzu chemickych latek ve vzorcich a ma Siroké vyuziti
v Klinické diagnostice, metabolomice, enviromentalnich védach a toxikologii. Hlavni
vyhodou je moznost ptimého néstfiku do proudu mobilni faze s naslednym zpracovanim
hmotnostnim spektrometrem, ¢imz je urychlena analyza vzorka. Naopak HPLC-MS/MS
je zalozena na uU¢inné separaci latek v chromatografické koloné, které jsou poté
detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru.

V této praci byly zminéné techniky vyuzity pro analyzu vzorkt krevnich skvrn koni
s podezienim na atypickou myopatii a kontrolnich skupin. Stanoven byl celkovy
metabolicky  profil acylkarnitind a aminokyselin, latek hypoglycinu A
a methylencyklopropylglycinu a jejich metabolitt.
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2 Soucasny stav IeSené problematiky

2.1 Atypicka myopatie

Atypicka myopatie (AM), znama také jako sezonni pastevni myopatie, je potencialné
fatalni onemocnéni pozorované u voln¢ se pasoucich koni prevazné na podzim a na jate.
a také methylencyklopropylglycinem (MCPG; Bochnia et al., 2019), ke které dochazi
po poziti nazek a semenackd nékterych druhd javoru (Votion et al., 2014). AM je
doprovazena rozsédhlou rabdomyolyzou vedouci ke svalové slabosti, ztuhlosti, tiesu
a myoglobinurii. Uvadi se, ze nejméné 75 % ptipadt vede ke smrti kon¢ do 72 hodin po

nastupu prvnich pfiznaka (Votion et al., 2008; Sponseller et al., 2012).

2.1.1 Prifiny onemocnéni

AM lze charakterizovat jako ziskanou mnohocetnou deficienci flavinadenin dinukleotid
(FAD) — dependentnich acyl-CoA dehydrogenas, které se Gcastni metabolismu lipida
a aminokyselin (AMK) (Westermann et al., 2008). Pticina AM vsak nebyla dlouhou
dobu znama. Za mozny toxicky zdroj byla povazovana houba Rhytisma acerinum,
zpusobujici ¢ernou skvrnitost listi javort (van der Kolk et al., 2010), a bakterie
Clostridium sordelii. Tato bakterie se fadi mezi gram-pozitivni sporulujici bakterie
a pusobi jako letalni toxin u lidi i zvitat (Unger-Torroledo et al., 2010). V roce 2013 byla
objasnéna pfi¢ina AM diky identifikaci metaboliti HGA v biologickém materidlu

postizenych koni (Valberg et al., 2013).

2.1.1.1 Hypoglycin A

HGA (a-amino-B-[2-methylenecyklopropyl] propionova kyselina) (Obr. 1) je pfirozené
se vyskytujici neproteinogenni aminokyselina, ktera je pfitomna u nékterych druhtu
javoru (Acer pseudoplatanus, Acer negundo) (Valberg et al., 2013). Nachazi se pifevazné
v nazkach, jez dozravaji a opadavaji na podzim, v semenaccich kliCicich na jafe
a v malém mnozstvi také v listech, pticemz u semenacku byl zjistén dvakrat vyssi obsah
HGA ve srovnani s nazkami. Listy obsahuji velmi malé mnozstvi HGA (do 0,01
ng-mg?; Baise et al., 2015; Unger et al., 2014). Koncentrace HGA v nazkach je vysoce
variabilni jak mezi stromy na stejné pastving, tak mezi pastvinami (Unger et al., 2014).

Hodnoty se nejcastéji pohybuji v rozmezi 3-160 pg/semeno (Valberg et al., 2013). Byly
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vSak zjistény koncentrace dosahujici az 820 ug/semeno (Unger et al., 2014). HGA se
vyskytuje také v nezralém ovoci rostlin rodu Sapindaceae (Isenberg et al., 2016).

HGA byl detekovan v krvi a moc¢i koni s klinickymi pifiznaky AM i u koni bez
pfiznakl, kteti se vSak pasli na stejnych pastvinach. Hodnoty jsou v séru velmi
proménlivé. Ve ¢lanku Baise et al. (2015) je uvedena prumérna koncentrace HGA
u koni, ktefi prezili, 4,5 pmol-I"t. U koni, ktei uhynuli nebo u nich byla provedena
eutanazie zjistili primémé hodnoty 6 pmol-1"t a u koni vyskytujicich se na stejné
pastving, aviak bez piiznaki AM, se namétily hodnoty v praiméru 0,43 pmol-I*. Také
Bochnia et al. (2015) uvadi vysokou variabilitu v koncentracich HGA v télesnych
tekutinach koni s AM. V séru byla zjisténa nejvyssi hodnota 58,72 pmol-I?, tato
koncentrace vSak nasledujici dny rychle klesala. U koni ze stejnych pastvin bez projevii
AM se hodnoty pohybovaly v rozmezi 0,326-11,12 pmol-I. Dale byly v séru a mo¢i
detekovany metabolity HGA methylencyklopropylacetyl-karnitin (MCPA-karnitin)
a MCPA-glycin (Valberg et al., 2013). Hodnoty koncentraci MCPA-karnitinu v séru se
pohybovaly v rozmezi 166652 nmol-I"* a koncentrace MCPA-glycinu v moci byly
0,28-1,97 pmol-mmol™* kreatininu (Bochnia et al., 2015).

Metabolit HGA ireverzibiln¢ inhibuje acyl-CoA dehydrogenasy pro kratky (EC
1.3.8.1.) a stiedni (EC 1.3.8.7.) fetézec potiebné pro odbouravani (B-oxidaci) mastnych
kyselin (MK). Dale dochazi k inhibici karnitin-acyl-CoA transferasy (EC 2.3.1.21.),
ktera se ucastni transportu MK s dlouhym fetézcem do mitochondrii (Valberg et al.,
2013), k naruseni metabolismu AMK (inhibice isovaleryl-, methylbutyryl-, glutaryl-
CoA dehydrogenas) a k inhibici glukoneogeneze (Westermann et al., 2008).

CH,

AAK

OH

Obr. 1 Strukturni vzorec hypoglycinu A.
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2.1.1.2 Methylencyklopropylglycin

Ve studii Bochnia et al. (2019) byla kromé HGA popsana dalsi latka, ktera se mize
ucastnit rozvoje AM. Jedna se o MCPG (Obr. 2), ktery je strukturnim analogem HGA,
a stejné jako HGA byla jeho pfitomnost potvrzena u rostlin rodu Sapindaceae, mezi
které se fadi také javor (Acer). V séru koni postizenych AM byly nalezeny velmi
variabilni koncentrace MCPG (3,4-1623 nmol-I™), které viak byly nizsi nez hodnoty
HGA (1184-16 294 nmol-I"). Souc¢asné byla v séru zjisténa vysoka koncentrace
metabolitti MCPG methylencyklopropylformyl-glycinu (MCPF-glycinu) a MCPF-
karnitinu. Hodnoty jednotlivych métenych parametri se od sebe vzajemné lisily 0 jeden
az dva fady. Nebyla vSak pozorovéana zadna korelace mezi MCPG a konjugaty MCPF-
glycinu a MCPF-karnitinu (Bochnia et al., 2019).

Pro ¢lovéka mize byt HGA a MCPG také nebezpecné. Tyto latky se vyskytuji
u ovoce rodu Sapindaceae (Barceloux, 2009) a po poziti nezralych plodu, ptipadné jejich
velkého mnozstvi, dochazi k otravé (Sander et al., 2017). Mezi ovoce Sapindaceae se
fadi mimo jiné ackee, li¢i, mamoncillo a longan (Bochnia et al., 2019).

U lidi byly vmoci a také v séru po otravé po poziti nékterych plodu detekovany
metabolity HGA a MCPG (Sander et al., 2017). V minulosti byly popsany otravy po
poziti nezralého ovoce ackee, které miize mit za nasledek metabolicky syndrom znamy
jako ,,Jamaican vomiting sickness, ktery byl poprvé zaznamenan a zkouman v roce
1976 (Tanaka et al., 1976). Ackee je tropické ovoce, které roste na vysokych
stalezelenych jamajskych stromech Blighia sapida. Plody jsou oranzové az Cervené
barvy a pod slupkou obsahuji nartizovélou az Zlutou rosolovitou jedlou ¢ast obklopujici
velka ¢erna semena. Ve slupce, semenech a nedozralé duzing je obsazen jedovaty HGA
a MCPG. Dozravanim ackee hladiny toxint klesaji na hladinu umoziujici bezpe¢nou
konzumaci (Barceloux, 2009; Grunes et al., 2012). Nezralé ackee je vysoce toxické, ke
konzumaci velmi nebezpecné a u ¢lovéka zptsobuje té¢Zké nevolnosti, zavraté, poceni
a hypoglykémii. Byly zaznamenany ptipady vedouci az ke smrti (Katibi et al., 2015;
Sanford et al., 2018).

Jsou také znamy ptipady otravy po nadmérné konzumaci li¢i (plod Litchi chinensis).
Piedevsim v Indii jsou popsany ptipady akutnich neurologickych problémii, ptevazné
u déti, zijicich v oblastech s rozsahlym péstovanim stromu s plody li¢i (Shrivastava et

al., 2015). Podvyzivené déti ¢asto konzumuji na la¢no velké mnozstvi li¢i, ¢imz dochazi
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K hypoglykémii pod kritickou mez, vedouci k naslednému poskozeni mozku, akutni

encefalitidé (zanétu mozku) popiipadé ke smrti (Shrivastava et al., 2017).

HQCA[)J\OH

NH,

Obr. 2 Strukturni vzorec methylencyklopropylglycinu.

2.1.1.3 Metabolizace HGA a MCPG

HGA neni sdm o sob¢ toxicky. Jedna se o protoxin, ktery je v jatrech metabolizovan na
toxické produkty (Von et al., 1964). Nejprve je aminotransferasou v cytosolu piteménén
na MCP-pyruvat. Ten vstupuje do mitochondrie a je dale dekarboxylovan a konjugovan
s koenzymem A (CoA) za vzniku metabolitu MCPA-CoA (Obr. 3) zodpovédného za
inhibici FAD dependentnich acyl-CoA dehydrogenas. FAD kofaktor se spojuje s alfa
uhlikem MCPA-CoA a vytvaii nevratny komplex deaktivujici acyl-CoA dehydrogenasy
(Wenz et al., 1981; Hine et al., 1984; Lai et al. 1993, Westermann et al., 2016).

Inhibici mitochondrialnich enzymu vyuzivajicich kofaktor FAD dochazi k ovlivnéni
metabolismu lipidii, AMK a cholinu s néslednou intracelularni akumulaci specifickych
metabolitd (Westermann et al., 2008). MCPA-CoA dale ovliviiuje aktivitu isovaleryl-
CoA dehydrogenasy a 2-methyl-acyl-CoA dehydrogenasy pro vétvené fetézce (Bochnia
et al., 2019). Nahromadéné acyl-CoA jsou poté navazany na karnitin a ve formé
acylkarnitinti se akumuluji v krvi a moci (Sander et al., 2016).

MCPG je v prvnim kroku metabolizovan v cytosolu za tcasti aminotransferasy na
MCP-glyoxylat, ktery se dostava do mitochondrie, kde se dale dekarboxyluje
a konjuguje s CoA (analogicky s HGA) za vzniku hlavni toxické formy MCPF-CoA
(Obr. 3). MCPF-CoA inhibuje druhy krok B-oxidace, blokuje enoyl-CoA hydratasu
zodpovédnou za reverzibilni hydrataci 2-trans-enoyl-CoA thioesterii na odpovidajici

hydroxyacylové slouceniny (Bochnia et al., 2019).
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Obr. 3 Metabolizace HGA a MCPG (upraveno podle Melde et al., 1991; Bochnia et al., 2019).
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2.1.2 Vyskyt atypické myopatie

Onemocnéni s klinickymi symptomy AM bylo poprvé pozorovano u volné se pasoucich
koni v roce 1939 v severnim Walesu ve Velké Britanii (Bowen et al., 1942). V roce 1995
doslo k jednomu z hlavnich propuknuti v Némecku, coz vedlo ke zvySeni povédomi
0 onemocnéni na celém svété, a to z davodu thynu 111 koni, kteti vykazovali klinické
ptiznaky rabdomyolyzy (Brandt et al., 1997). Existuje fada publikaci popisujicich vyskyt
AM v riznych evropskych zemich. V souasnosti byla nemoc prokazana v Belgii,
Dénsku, Francii, Némecku, Irsku, Velké Britanii, LotySsku, Lucembursku, gpanélsku,
Svycarsku, Nizozemi, Rakousku, Italii, Norsku a Svédsku (Palencia et al., 2007; Votion
et al., 2007b; van Galen et al., 2012; McKenzie et al., 2016). Dale doslo k propuknuti
AM v Australii, Kanadé, USA (Cassart et al., 2007; Finno et al, 2006) a nejnové&ji také
v Ceské republice (Karlikova et al., 2016).

AM miize ovlivnit jednotlivce nebo vice koni ve stejné skupin€. VSichni kon¢ jsou
potencidlné citlivi na AM, ptesto u mladych koni a koni nad 20 let bylo pozorovano, ze
jsou vystaveni vétsimu riziku. Prevalence u mladych koni nebyla dosud zcela vysvétlena,
ale pravdépodobné je zplsobena tim, Ze koné do tii let travi vice ¢asu na pastvinach
a potiebuji vyssi energeticky pfijem (Bochnia et al., 2015). Propuknuti AM je vysoce
variabilni a sezonni, Casto nastava po obdobi vlhkého a vétrného nebo chladného pocasi.
Vétsina piipadd se vyskytuje na podzim, kdy jsou nazky ptitomny na pastving, nebo na
jate, kdy dochazi ke kli¢eni semen a rastu semenacku (van Galen et al., 2010, 2012).
Propuknuti onemocnéni na jafe je méné Casté nez na podzim, ale piesto piedstavuje 4—
12 % ze vSech pozorovanych pfipadd ro¢né (van Galen et al., 2012; Gonzalez et al.,
2017).

Onemocnéni nejastéji propuka u koni, ktefi se pasou na pastvinach se stromy javoru
klen, s nahromadénym opadanym listim, mrtvym dievem a ¢asto v mokrych oblastech
(Witkowska-Pitaszewicz et al., 2019). Dilezitou roli pti otravé koni ma pravdépodobné
také stupenl zralosti a mnozstvi pozitych semen. K vazné otravé muze postacit jen
n¢kolik semen obsahujicich vyssi koncentrace HGA (Valberg et al., 2013; Bochnia et
al., 2015). Rozdilny vyskyt AM muze byt tedy zptisoben individualni citlivosti daného
koné a nahodnymi rozdily v pfijmu HGA, MCPG a doprovodnych latek (Bochnia et al.,
2019). V Ceské republice byl zaznamenam také piipad vyskytu klinickych ptiznaki AM
u novorozeného hiibéte. Hiibé se narodilo klisné, kterd prodélala atak AM v Sestém

mesici gravidity. V dob¢ narozeni hiibéte vSak byla bez pfiznaki onemocnéni. Hfibé po
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Sesti hodinach od narozeni zacalo projevovat prvni pohybové potize. Krevni rozbor
ukézal velmi vysoké hodnoty svalovych enzymii CK a aspartitaminotransferasy. Ve
vzorku odebraném 16 hodin pfed eutanazii hiibéte byly nalezeny zvySené koncentrace
acylkarnitini, a také byla detekovana piitomnost MCPA-karnitinu 0,01 pmol-I?t
potvrzujici diagnosu AM (Karlikova et al., 2017).

2.1.3 Klinické symptomy

AM byva zaménovana za koliku. Je charakterizovana subakutnimi nebo akutnimi
obecnymi pfiznaky, které se objevuji béhem prvnich 12 az 24 hodin po otraveé (Votion
et al., 2007b). Z poc¢atku je pozorovana zrychlena dechova i tepova frekvence, apatie,
letargie, kolika, svalova ztuhlost a tfes. Objevuje se také zvySené poceni a svalova
slabost. Béhem nékolika hodin se postizeni koné¢ nemohou postavit na vice nez par
minut, chut’ k jidlu zstava nezménéna nebo je narozdil od koliky zvysena. V terminalni
fazi je pozorovana celkova ztrata chuti k jidlu (Palencia et al., 2007; Votion et al.,
2007b). U zvifat se Casto vyvinou respiracni potiZze, dochazi k zizeni dychacich cest
a vétsina poté umira nebo je uspana do 72 hodin po nastupu piiznakt (Palencia et al.,
2007).

Béhem klinického vysetfeni jsou zaznamenany piekrvené sliznice (stavaji se tmavé
¢ervené) a podchlazeni (pod 36,5 °C) (Brandt et al., 1997; Palencia et al., 2007), existuji
vsak zpravy o normalnich nebo dokonce hypertermickych konich s AM (van Galen et
al., 2012). Zpocatku onemocnéni se neméni srde¢ni frekvence, ale s rozvojem poskozeni
svall se stdva nepravidelna a akcelerovana z divodu kardiomyocytového poskozeni.
Jsou pozorovany srde¢ni Selesty a zvysena rychlost dychani (Witkowska-Pitaszewicz et
al., 2019).

Dutlezitym projevem je piitomnost myoglobinu v moci jako nésledku tézké
rabdomyolyzy, zpusobujici tmavou barvu moc¢i (myoglobinurie). Nepiitomnost
myoglobinurie v§ak nevylu¢uje AM. Zalezi na okamziku vysetfeni koné podle nastupu
klinickych ptiznakl a zdvaznosti rabdomyolyzy.

Mezi méné Casté priznaky patii ikterus, hemoragicka diatéza, otoky hlavy,
bezvédomi, mirny prujem, dislokace tlustého stieva, vyhiez penisu, perirenalni bolest,
ptéza (pokles horniho vicka) a trismus (kie¢ zvykacich svali) (Brandt et al., 1997,
Votion et al., 2007a).
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2.1.3.1 Rabdomyolyza

Rabdomyolyza je zplsobena narusenim mitochondridlniho metabolismu, zejména
v bunkach kosterni a srde¢ni svaloviny. Jedna se o syndrom zahrnujici rozpad kosterniho
svalstva, svalovych bunék (myocytt), ktery zptsobuje tnik myoglobinu a dalSich
intracelularnich proteint a elektrolytt do krevniho ob&hu (Criddle, 2003; Khan, 2009).

Rabdomyolyza se u koni rozlisuje na rabdomyolyzu vyvolanou zatézi, a naopak bez
zatézovou. Zatézi zpusobena rabdomyolyza je obvykle vyvolana nadmérnym pohybem
a fyzickou ndmahou koni a postihuje nejcastéji svaly zadnich koncetin. Bez zatézova
byva spojovéana nejen S AM, ale také s dalSimi typy myopatii (toxickou, infekéni apod.)
(Keen, 2011). Pravdépodobna piic¢ina rabdomyolyzy spojovana s AM spociva v naruSeni
homeostazy sodiku a vapniku ve svalové buice (Huerta-Alardin et al., 2005). Vlivem
inhibice odbouravani MK mize dochazet k omezeni funkce sodno-draselné pumpy, Ca®*
ATPasy a sodno-vapenatého vyméniku (Warren et al., 2002; Huerta-Alardin et al.,
2005). Akumulace meziproduktii B-oxidace potencialné vede ke zvySenému uniku iontl
a kone&na efektorova cesta zptisobuje nariist volného cytosolického Ca?*, ktery nasledng
zahajuje kaskadu G¢inkd vedoucich ke zvySeni permeability bun€k a ke kapilarnimu
uniku (Houten et al., 2010).

Nejcitlivéjsim indikatorem poskozeni myocyti jsou extrémné vysoké hodnoty
kreatinkinasy (CK, EC 2.7.3.2) v krvi. CK nema toxické G¢inky a tato zmé&na hodnot je
pouhym ukazatelem zvySené propustnosti svalovych membran (Gronert, 2001). Dale
jsou pfitomny vyrazné¢ vysoké hodnoty myoglobinu (Criddle, 2003). Myoglobin je
molekula ptenasejici kyslik a dodavajici kyslik myocytim. Rozpad svalovych vlaken
vede k myoglobinurii (Cheney, 1994), projevujici se tmavé ¢ervenym zbarvenim mogi
(Dayer-Berenson, 1994). Myoglobin je nefrotoxicky a u koni s AM tedy mize dojit

k akutnimu renalnimu selhani (Haskins, 1998).

2.1.4 Biochemicky profil

Pii hematologickém vySetieni je pozorovan zvySeny hematokrit (pomér mezi objemem
cervenych krvinek a plné krve — PCV). U koni, kteti uhynuli, byla hodnota PCV vyrazné
vyss$i nez u koni, ktefi prezili (Votion et al., 2007b; van Galen et al., 2012). Také mize
byt piitomen nartst celkového poctu bilych krvinek obvykle zpiusobeny neutrofilii

(zmnoZeni po&tu neutrofilnich granulocytt) (Zuraw et al., 2016).
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V souvislosti s narusenim p-oxidace MK a metabolismu AMK s rozvétvenym
fetézcem dochazi k akumulaci odpovidajicich metabolitli pfed enzymatickym blokem.
Tato akumulace vede k charakteristickym abnormalnim biochemickym profilim krve
a moci postizenych koni. Profil organickych kyselin v mo¢i miva neobvykle zvysené
hladiny kyseliny ethylmalonové, 2-methylsukcinové, adipové a laktatu. Dale je v moci
pozorovan narust acylovanych karnitina (C2-C8; C8:1, C10:1, C10:2) a konjugatu s
glycinem, zejména butyrylglycinu, isovalerylglycinu a hexanoylglycinu. V krvi jsou
nalezeny zvySené hodnoty acylkarnitind s kratkym a stfednim fetézcem (C2-C5, C6—
C12, C8:1, C10:1, C10:2, C5DC, C14) a také volného karnitinu (Westermann et al.,
2008; Valberg et al., 2013).

V biochemickych analyzach koni s AM je bé&zné identifikovana zvysena aktivita
enzymu aspartataminotransferasy (AST, EC 2.6.1.1.), laktatdehydrogenasy (1.1.1.27.)
a CK (Westermann et al., 2008). Hladina CK stoupa v souvislosti s nastupem klinickych
piiznaki na hodnoty > 10 000 1U-I"? (166,67 pkat-1") a ¢asto dosahuje az > 100 000
IU-I" (1666,67 pkat-I™; Votion et al., 2007b). Nicméné vy3si aktivita CK nemiize byt
prognostickym faktorem, protoze pifi meétfeni kratce po nastupu prvnich klinickych
ptiznakti miize byt pouze mirn¢ zvysena a hodnoty narGstaji S rozvojem onemocnéni

(van Galen et al., 2012).

2.1.4.1 Podobna onemocnéni

Podobny metabolicky profil (akumulace acylkarnitinti v krvi a organickych kyselin v
moci) je pozorovan také u lidi s mnohocetnym deficitem acyl-CoA dehydrogenas pro
sttedn¢ dlouhé fetézce (MADD - ,Medium chain acyl-CoA dehydrogenase
deficiency®), znamym jako glutarova acidémie/acidurie typu Il (OMIM: 231680)
(Westermann et al., 2008). Jedna se o dédi¢nou autosomalné recesivni metabolickou
poruchu zptsobenou mutacemi S naslednym deficitem Vv elektronovém transportnim
flavoproteinovém (ETF) systému, ktery hraje dileZitou roli v mitochondrialnim
respiranim fetézci (Amendt a Rhead, 1986, Westermann et al., 2008). Systém ETF
slouzi jako akceptor elektronii pro n€kolik mitochondridlnich FAD dependentnich
dehydrogenas, které jsou nezbytné pro p-oxidaci MK a metabolismus rozvétvenych
AMK, glutaratu a cholinu (Watmough a Frerman, 2010). U koni s AM vsak bylo
zjisténo, ze aktivita systému ETF je uvniti referen¢niho rozmezi, avSak aktivita

primarnich enzymu, tj. FAD dehydrogenas je snizena (Westermann et al., 2007, 2008).
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2.1.5 Posmrtné a histopatologické nalezy

Mira umrtnosti v disledku AM se pohybuje mezi 75-85 % (Puyalto-Moussu et al., 2004;
Votion et al., 2014). Preziti zavisi piedev§im na rychlé¢ diagnéze onemocnéni
a okamzitém zahajeni 1é¢by (viz. kapitola Lécba).

Pfi postmortalnim vysetieni je mocovy méchyt naplnén tmaveé hnédou moci (Cassart
etal., 2007). V zaludku Ize pozorovat fragmenty javorovych semen. Plice, slezina a jatra
byvaji silng piekrvené (Zuraw et al., 2016). Makroskopicky jsou viditelna nekroticka
loZiska jako bledé oblasti zejména V posturdlnim a respiracnim svalstvu, pfipadné v
myokardu. Na druh¢ strané existuji zpravy o tom, ze v kosternim ani srde¢nim svalstvu
nebyly pozorovany zadné makroskopické zmény (Puyalto-Moussu et al., 2004, Votion
et al., 2004). Morfologicka vysetfeni koni S AM prokazala také akutni a degenerativni
proces Vv disledku intracelularni akumulace lipidl ve svalovych vldknech.

Pti histopatologickém vySetfeni je pozorovan myodegenerativni proces svalovych
vlaken typu I. Tato tzv. ,pomald“ Cervena vldkna jsou charakteristickd aerobnim
metabolismem (obsahuji vysoky podil mitochondrii a myoglobinu) doprovazenym
B-oxidaci. Svalova vldkna vykazuji fragmentaci, otoky, ztratu pfi¢nych pruhti a objevuje
se hyalin (Cassart et al., 2007; Palencia et al., 2007). Dalsi vySetieni mezizebernich,
trapézovych a deltovych sval prokazalo zdvaznou rabdomyolyzu spojenou S minimalni
neutrofilni infiltraci (Obr. 4) a byly odhaleny rozsahlé jemné rozptylené mezibunécné
lipidové kapénky Vv postizenych kosternich svalech, ¢imz byla prokazana akumulace

lipiddi (Obr. 5) (Zuraw et al., 2016).

Obr. 4 Deltovy sval: tézka, akutni, multifokalni rabdomyolyza (hvézdi¢ka) a minimalni
neutrofilni infiltrace (Sipka). Pfi vétsim zvétSeni nékolik neutrofilnich granulocytd kolem
poskozenych svalovych vldken (pievzato ze Zuraw et al., 2016).

21



Obr. 5 a) Trapézové svaly: multifokalni lipidové kapénky v pruhovanych svalovych vlaknech b)
Trapézové svaly: kontrolni vzorek svalstva od zdravého koné (pievzato ze Zuraw et al.,
2016).

2.1.6 Lécba

Koné s AM vyzaduji podptirnou a oSetfovatelskou péci. Je nutné co nejdiive odvést koné
Z pastvin a umistit je do stdje s hlubokou podestylkou, aby se zabranilo podchlazeni
a dalsimu volnému pohybu (Witkowska-Pitaszewicz et al., 2019).

V soucasnosti neexistuje specificka 1é¢ba pro AM a terapie je pouze symptomaticka.
a elektrolytické rovnovahy. Podani glukosy v ddvce 1-4 mg-kg? intravendzné zvysuje

Sance zvifete na uzdraveni (Votion et al., 2007b). V zavislosti na stavu se doporucuje

rrrrrr

-----

soucasného poskozeni ledvin. Vyskyt svalovych kie¢i je spiSe vzéacny, ale byla
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pozorovana svalova ztuhlost a fascikulace (samovolné svalové zaSkuby). Podani
svalovych relaxantti mize konim pfinést tlevu, ale zaroven je tteba myslet na pfitomnost
svalové slabosti (Witkowska-Pitaszewicz et al., 2019). Dale podptrna 1é¢ba zahrnuje
podavani vitamini a antioxidantt (vitamin B, C, E aselen). Kon¢, ktefi dostavali
podpurnou 1é¢bu, vykazovali vy$si miru pteziti nez skupina koni bez jakychkoliv

doplnku stravy (van Galen et al., 2012).
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2.2 Patobiochemie onemocnéni

V téle slouzi lipidy mimo jiné jako zdroj energie. Odbouravani MK v podobé p-oxidace
probiha v mitochondriich, které jsou dilezité také pro dalSi metabolické dé&je.
Mitochondrie obsahuji zejména enzymy citratového cyklu, respira¢niho fetézce a ATP
synthasy a v ramci metabolismu lipidd zde probiha také produkce ketolatek (Murray et
al., 2000).

Proces B-oxidace MK je kli¢ovou metabolickou cestou pro energetickou homeostazu
v jatrech, srdci a kosternim svalstvu. Béhem hladovéni, kdy je omezeno zasobovani
glukosou, muze vétsina tkani, kromé mozku, vyuzit K vyrobé energie ptimo MK
z krevniho fecisté. Jatra dale preménuji MK na ketolatky, které jsou dalsim zdrojem
energie vyuzivanym vSemi tkanémi, véetné mozku.

Kromé mitochondrii probiha oxidace MK také v peroxisomech. V nich jsou nejprve
MK's dlouhym a velmi dlouhym fetézcem zkraceny a nésledné pieneseny do
mitochondrii. Existuji také specializované minoritni drdhy oxidace MK. Jedna se
0 a-oxidaci, tj. odstépovani jednouhlikatych fragmentt z karboxylového konce
molekuly a w-oxidaci, pfi které je methylova skupina ptevedena na — CH>OH a nasledné

oxidovana na karboxylovou skupinu (Murray et al., 2000).

2.2.1 Aktivace mastnych kyselin a transport pies mitochondridlni membranu

Reaktivita volnych mastnych kyselin je nizka, a proto vstupuji do metabolickych d&ji az
po aktivaci navazanim na CoA (Kodicek et al., 2018). MK s kratkym a stfedné dlouhym
fetézcem Vstupuji do matrix volné a nasledné jsou aktivovany acyl-CoA ligasou (EC
6.2.1.2) na acyl-CoA (Matous et al, 2010). Aktivace MK s délkou fetézce C12—C18
probiha jiz v cytosolu na vnéj$i mitochondrialni membrané pomoci ATP dependentnich
acyl-CoA ligas (EC 6.2.1.3.). Na karboxylovou skupinu MK se navaze ATP a vznika
meziprodukt acyladenylat, ktery je poté pfenesen na SH skupinu CoA za vzniku acyl-
CoA. Acyl-CoA je substratem pro B-oxidaci nebo triglyceridovou biosyntézu (Gerhard
etal., 2012).

Vnitini mitochondridlni membréna neni propustnd pro acyl-CoA s délkou fetézce
C12-C18, a kimportu je proto vyuzivan acyl-CoA karnitinovy transportni systém.
Prvniho kroku tohoto systému se ucastni enzym karnitinacyltransferasa | (CPT I, EC
2.3.1.21.), ktery katalyzuje proces konjugace acyl-CoA s karnitinem za vzniku

acylkarnitinu a uvolnéni CoA. Nasledn¢ karnitin-acylkarnitintranslokasa (CACT, EC
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2.3.1.26.) prenasi acylkarnitin dovniti mitochondrie pfes tzv. karnitinovy cyklus za
soucasného transportu volné molekuly karnitinu ven. Jakmile acylkarnitin vstoupi do
mitochondrie, ucastni se dal$iho kroku Karnitinacyltansferasa Il (CPT2, EC 2.3.1.21.)
lokalizovana na vnitini strané vniténi mitochondrialni membrany, ktera ptenasi acylovou
skupinu z acylkarnitinu na CoA. Vznikly acyl-CoA je dale zpracovan v (-oxidaci.
Proces vstupu MK do mitochondrie je popsan na obr. 6 (van der Leij et al., 2000; Ramsay
et al., 2001; Matous et al., 2010).

ATP
+
CoA AMP + PP,
|
vnéjsi mltoch?ndr|aln| acyl-CoA-ligasa karnitin-acyl-
membrana transferasa |
Acyl-CoA
karnitin acylkarnitin

karnitin-acylkarnitin-
translokasa

karnitin-acyl-
transferasa Il

vnitfni mitochondrialni
membrana

CoA karnitin

acylkarnitin

acylkarnitin

7

/

Acyl-CoA —— B-oxidace

Obr. 6 Uloha karnitinu pfi transportu mastnych kyselin do mitochondrie (upraveno podle Matous
et al., 2010).
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2.2.2 Prubéh p-oxidace

B-oxidace je cyklicky proces (Obr. 7) probihajici uvniti mitochondrii, ve kterém jsou
acyl-CoA prostiednictvim ¢tyf enzymovych reakci zkraceny. Po ukonceni kazdého
cyklu jsou dva uhlikové atomy na karboxylovém konci uvoliiovany ve formé acetyl-CoA
(Kodicek et al., 2018).

V prvnim kroku se acyl-CoA dehydrogenuje acyl-CoA dehydrogenasou (EC 1.3.1.8.)
za vzniku trans-2-enoyl-CoA s dvojnou vazbou mezi 2. (o) a 3. (B) uhlikem v pozici
trans. Kofaktorem acyl-CoA dehydrogenasy je flavoprotein obsahujici prostetickou
skupinu FAD, ktera ptenasi vodikové atomy za vzniku FADH2. Ve druhém kroku
dochazi k hydrataci katalyzované trans-2-enoyl-CoA hydratasou (EC 4.2.1.17). Nastava
adice molekuly vody na dvojnou vazbu enoyl-CoA za vzniku L-3-hydroxyacyl-CoA. Ve
tietim kroku je vysledny L-3-hydroxyacyl-CoA pieménén na 3-keto-acyl-CoA. Za tcasti
koenzymu NAD™ se -OH skupina na 3. (B) uhliku dehydrogenuje na karbonylovou
pomoci B-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasy (EC 1.1.1.35). Koneéné thiolytické Stépeni
3-keto-acyl-CoA produkuje acyl-CoA zkraceny o dva uhlikové fetézce a acetyl-CoA.

Kazdy cyklus poskytuje acyl-CoA zkraceny o dva atomy uhliku, acetyl-CoA, jeden
nikotinamidadenindinukleotid (NADH) a jeden FADH: jako nosice elektronti (nebo
redukujici ekvivalenty). Vysledny acyl-CoA vstupuje do dalsiho cyklu pB-oxidace.
Acetyl-CoA muize vstoupit do citratového cyklu, kde je zoxidovan a elektrony jsou
dodany do elektronového transportniho fetézce (Matous et al., 2010; Gerhard et al.,
2012).

Dale bude tato diplomova prace zamétena na enzymy, u kterych dochazi k ovlivnéni

funkce v prib&éhu onemocnéni AM.
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Obr. 7 Pribéh p-oxidace (upraveno podle Matous et al., 2010; Murray et al., 2000).

2.2.2.1 Acyl-CoA dehydrogenasa

Enzymy acyl-CoA dehydrogenasy (ACAD) katalyzuji a, PB-dehydrogenaci esterti
acyl-CoA v katabolismu MK a AMK. Jedna se o mitochondrialni flavoenzymy
vyuzivajici FAD jako kofaktor a ucastnici se vzdy prvniho kroku cyklu B-oxidace za
vzniku trans-enoyl-CoA (Obr. 8).

Prvni a rychlost urcujici krok desaturace acyl-CoA estert je katalyzovan enzymy ze
dvou proteinovych rodin, ACAD a acyl-CoA oxidas (ACOX) (Swigonova, et al., 2009).
V mitochondriich dochazi nejprve k pevné vazbé ACAD na prostetickou skupinu FAD
a k pienosu elektronti z odpovidajicich CoA esterovych substrati na ETF (Sander et al.,
2010). ETF prenasi elektrony na ETF dehydrogenasu, ktera je propojena s elektronovym

transportnim fetézcem pies komplex 11 (Swigonova et al., 2009).
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Obr. 8 Reakce katalyzovana acyl-CoA dehydrogenasou (upraveno podle en.wikipedia.org).

Lidsky genom koduje jedenact skupin enzymi ACAD sruznou substratovou
specifitou a s riznymi profily tkanové exprese. Pét z téchto enzymu se ucastni -oxidace
MK (Swigonova et al., 2009). Podle specifity k rozdilné délce fetézce je rozliSovana
acyl-CoA dehydrogenasa pro kratky (SCAD), stiedni (MCAD), dlouhy (LCAD, EC
1.3.8.8.) a velmi dlouhy (VLCAD, EC 1.3.8.9.) fetézec. SCAD pro délku fetézce C2-C4
a MCAD pro C4-C12 se vyskytuji v matrix mitochondrii (Matous et al., 2010). LCAD
je také piitomna v mitochondrialni matrix a ma Sirokou substratovou specifitu (C8—
C22). Bylo prokazano, ze LCAD katalyzuje také degradaci acyl-CoA s rozvétvenym
fetézcem a urlitych mononasycenych a polynasycenych acyl-CoA. VLCAD je
specificky pro fetézce C22—C24 a byva spojovan s membranou mitochondrii (Wanders
etal., 1999; Le et al., 2000; Chegary et al., 2009).

Na katabolismu AMK se podileji ¢tyfi dalsi ¢lenové ACAD: isovaleryl-CoA
dehydrogenasa (IvVD, EC 1.3.8.4.) pro leucin, acyl-CoA dehydrogenasa
s kratkym/rozvétvenym fetézcem (SBCAD, EC 1.3.8.5.) pro isoleucin, isobutyryl-CoA
dehydrogenasa (IBD, EC 1.3.8.-) pro valin a glutaryl-CoA dehydrogenasa (GCD, EC
1.3.8.6.) pro lysin a tryptofan (Swigonova et al., 2009).

2.2.2.2 Enoyl-CoA hydratasa

Enzym enoyl-CoA hydratasa (ECH) znama také jako krotonasa katalyzuje druhy krok
B-oxidace MK. Usnadiiuje adici molekuly vody ptfes dvojnou vazbu mezi druhym
a tretim atomem uhliku thioesteru trans-enoyl-CoA, coz vede ktvorbé thioesteru
B-hydroxyacyl-CoA (Obr. 9) (Allenbach et al., 2000).

Jedna se o hexamericky protein s 6 - ti aktivnimi misty. V prib&hu reakce dochazi
k pridani hydroxylové skupiny a protonu na nenasyceny trans-enoyl-CoA. Enzym
poskytuje dva glutamové zbytky jako katalytickou kyselinu a bazi. Tyto dvé AMK

udrzuji vodu na misté, coz umoznuje syn adici vody na a, B-nenasyceny acyl-CoA na -
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uhliku, a a-uhlik poté zachyti dalsi proton, ktery dokon¢i tvorbu B-hydroxyacyl-CoA
(Bahnson et al., 2002).

V ramci specifity se rozliSuje enoyl-CoA hydratasa pro kratké tetézce (ECH1, EC
4.2.1.17) katalyzujici preménu MK s kratkym a stiednim fetézcem. Je lokalizovana
vV mitochondriich a aktivni jako monofunk¢ni mitochondrialni enzym (Wu et al., 2008).
ECH1 ma vysokou substratovou afinitu také pro krotonyl-CoA (Fong et al., 1977)
a vykazuje mirnou aktivitu pii degradaci methakrylyl-CoA (valinova draha), 3-
methylcrotonytyl-CoA  (leucinova draha) atiglyl-CoA (isoleucinova draha)
(Ferdinandusse et al., 2015; Yamada et al., 2015). Dale se rozlisuje enoyl-CoA hydratasa
pro dlouhé fetézce (LCEH, EC 4.2.1.74), kterd je soucasti tzv. mitochondridlniho
triftunkéniho proteinu a katalyzuje oxidaci MK s dlouhym fetézcem (Wu et al., 2008).
Na peroxisomalni B-oxidaci se podili enoyl-CoA hydratasa ECH2 (EC 4.2.1.119) vazana
na peroxisomy a integrovana do multifunkéniho komplexu peroxisomalnich enzymu
(Wu et al., 2008).

(@] OH O
w /COA +H20 R /CoA
S S
) -H20
trans- A°-enoyl-CoA Enoyl-CoA B-hydroxyacyl-CoA
hydratasa

Obr. 9 Reakce katalyzovana enoyl-CoA hydratasou (upraveno podle Bahnson et al., 2002).

29



2.3 Metody

Metabolomika je interdisciplindrni obor zahrnujici komplexni kvantitativni
a kvalitativni profilovani metabolitt pomoci riznych analytickych ptistupi. Metabolity
maji rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti a koncentra¢ni rozsah, a mohou byt
analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie (MS), ktera byva Casto ve spojeni s
kapalinovou chromatografii (LC-MS) nebo plynovou chromatografii (GC-MS). Dalsi
moznosti je spojeni MS s kapilarni elektroforézou, nebo s davkovanim vzorku ptimo do
MS v rezimu prutokové injekéni analyzy (FIA-MS — ,Flow Injection Analysis Mass
Spectrometry*) (Putri et al., 2015).

2.3.1 Priatokova injekéni analyza

FIA je analytickd technika zalozena na davkovani vzorku do kontinudlniho proudu
mobilni faze. Jedna se o automatickou analyzu poprvé popsanou prof. Riizickou v roce
1974 (Ruzicka a Hansen, 1988). Spojenim FIA a MS doslo k rozsifeni a vylepSeni
moznosti MS (Schug, 2013).

Technika FIA-MS je nejvhodné&jsi pro provedeni rychlého a spolehlivého
kvantitativniho screeningu chemickych latek analyzou matric jako je krev, moc a dalsi.
Vyuziva se pro kvantifikaci riiznych analytt, 1éCiv, pesticidli, kontaminantd Zivotniho
prostiedi, dale také v klinické diagnostice, metabolomice, enviromentalnich védach,
toxikologii apod. (Nanita a Kaldon, 2016).

Metody FIA-MS lze rozdé€lit na metody vyuzivajici pfimého nastiiku vzorku na
nosnou kapalinu pro zavedeni do hmotnostniho analyzatoru a metody vyuZivajici FIA
pro michani roztoki v reakéni civce k provedeni chemické reakce, pfipadné k vytvoreni
koncentra¢niho gradientu s naslednou detekci v MS (Shug et al., 2010).

Nejcastéji se pii analyzach vyuziva modernich autosamplert, které jsou obvykle
ptitomny u kapalinovych chromatografii. Chromatograficka kolona je v tomto zapojeni
vynechana, a dochazi tedy k pfimému nastiiku vzorku do iontového zdroje (Obr. 10;
Schug, 2010). Hlavnimi vyhodami pouziti FIA-MS oproti chromatografickym
technikdm LC-MS, ptipadné GC-MS jsou rychlost analyzy (obvykly ¢as jedné analyzy
< 60 s), reprodukovatelnost a jednoduchost metody, a oproti samotné MS také vyssi
piesnost a citlivost (Nanita a Kaldon, 2016). Naopak nevyhodami mtiZze byt nedostate¢na

separace vzorki, pouziti pro uzky okruh analyti a nemoznost sledovani izomerd.
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Obr. 10 Schéma zapojeni FIA-MS (upraveno podle Nanita a Kaldon, 2016).
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2.3.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC — ,,Liquid Chromatography®) je fyzikalné-chemicka
metoda, pfi niz jsou latky ve vzorku déleny na zakladé¢ interakce kapalné mobilni faze
a faze stacionarni. V LC jsou vyuzivany ruzné mechanismy separace — adsorpce,
rozd€lovani na zaklad¢é rozpustnosti, iontovd vyména, molekulové sitovy efekt nebo
specifické interakce afinitni chromatografie (is.mendelu.cz, 4. 2. 2020). Na zaklad¢
uspotadani stacionarni faze je rozliSovana kapalinova chromatografie kolonova,
tenkovrstva nebo papirova.

V metabolomice byva vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC — ,,High
Performance Liquid Chromatography*) spole¢né s plynovou chromatografii Casto
vyuzivanou separacni technikou. Spojeni s hmotnostni spektrometrii umoZiuje G€innou
separaci a nasledné charakterizaci mnoha metabolitd. HPLC vynika vysokou u¢innosti
a opakovatelnosti. Metoda je vhodnd pro déleni netékavych a polarnich latek
(web.natur.cuni.cz, 6. 2. 2020).

Mezi hlavni ¢asti kapalinového chromatografu patii vysokotlaka pumpa, kolona
a detektor. Vysokotlaka pumpa zajist'uje vysoky tlak (az 40 MPa) potiebny pro dosazeni
konstantni rychlosti proudéni mobilni faze, které je kladen zna¢ny odpor pfi pruichodu
stacionarni fazi. Kolonou byva obvykle nerezova trubice s délkou 5-25 cm a primérem
okolo 24 mm tvofenou stacionarni fazi s mikrocasticemi silikagelu, na kterych jsou
navazany napf. nepolarni uhlovodiky nebo polarnéjsi uhlovodiky s funkéni skupinou

(Snyder et al., 2012).

2.3.3 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickda metoda zalozena na interakci nabitych Castic
s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu (Friedecky et al., 2012). Zakladem
hmotnostnich spektrometrd je iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor ¢astic.
Existuji rizné typy hmotnostnich analyzatorti, pomoci kterych dochazi k separaci iontt
na zakladé poméru m/z (de Hoffmann et al., 2007).

Tandemova hmotnostni spektrometrie je zaloZzena na kombinaci hmotnostnich
analyzatort. Nejcastéji jsou vyuzivany kombinace kvadrupolt (QqQ), kvadrupdlu
s pruletovym analyzatorem (QqTOF), kvadrupélu s orbitrapem, iontové pasti s iontovou
cyklotronovou rezonanci (IT-ICR) a dalsi (Friedecky et al., 2012).
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Jednim z nejcastéji vyuzivanych uspofadani je tzv. trojity kvadrupdl, ktery je zalozen
na kombinaci dvou kvadrup6li, mezi nimiz se nachdzi kolizni cela. Pti tomto uspotradani
se analyzované ionty nejprve selektuji v prvnim kvadrupolu (Q1) podle hodnot m/z. Poté
vstupuji do kolizni cely (q2), kde dochazi ke srazce s koliznim plynem a k jejich
fragmentaci. Fragmentované ionty vstupuji do druhého kvadrupoélu (Q3), kde se opét

selektuji podle poméru m/z a dopadaji na detektor (Obr. 11; Ho et al., 2003).

Kvadrupélovy Kvadrupélova Kvadrupélovy

Ionizacni zdroj hmotnostni filtr  koliznicela  hmotnostni filtr
Q1 Q3
Vaorek — o s IR
m/z
m/z
cdlakie Fragmentace selekce .
fragmentu

Obr. 11 Schéma trojitého kvadrupolu (upraveno podle www.en.wikipedia.org, 19. 4. 2018).
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2.4 Zpracovani dat

Velké mnozstvi dat ziskanych metabolomickou analyzou je tfeba pied samotnou
statistickou analyzou vhodné zpracovat a interpretovat. Data z metabolomického
experimentu maji nejcastéji formu chromatografickych zaznamu, ktery je nutné vhodné
upravit pro redukci systematického a nahodného analytického Sumu (Wojtowicz et al.,
2012).

Hlavnimi vystupy jsou plochy nebo koncentrace nalezenych metabolitt, které jsou
dale statisticky zpracovany pomoci specializovanych softwarti (napi. R, Statistica). Pro
celkové statistické vyhodnoceni jsou vyuzivany jednorozmérné metody analyzujici
soubor dat vramci jedné dimenze a mnohorozmérné metody nahliZejici na data
ve vicedimenzionalnim prostoru (Kirwan, 2013). Pii zpracovani pavodnich dat
z analyzatoru je tieba zahrnout korekci na vzorky kontroly kvality (QC) pomoci
interpolace, imputaci nulovych hodnot, transformaci atp. Tyto kroky zahrnuji eliminaci
systematickych vlivii méfeni, nahrazeni hodnot pod limitem detekce pfiistroje
a transformaci, pii které se data obvykle vycentruji na stfedni hodnotu a seskaluji na
jednotkovy rozptyl.

Jednorozmérnou analyzu Ize mimo jiné vyuzit pro potvrzeni vysledki z vicerozmérné
analyzy a pro testovani hypotéz o vyznamnosti jednotlivych metabolitli mezi skupinami
vzorkll. Grafickymi vystupy jednorozmérnych metod jsou napf. krabicové a vulkanové
grafy ¢i korelaéni mapy (Kirwan, 2013).

Hlavnimi tlohami pro vicerozmérnou statistickou analyzu (MVDA — ,,MultiVariate
Data Analysis®) jsou redukce dimenze, nalezeni trendi V datech a vztahi mezi
metabolity. Mnohorozmérné metody Ize rozdé€lit na dvé skupiny — nesupervizované
(,,unsupervised*) a supervizované (,,supervised®).

Typickou nesupervizovanou metodou je analyza hlavnich komponent (PCA —
»Principal Component Analysis®). Jedna se o transformaci pivodnich dat do nizsi
dimenze o mensim poétu proménnych zvanych hlavni komponenty (PCs — ,,principal
components®), pti¢emz prvni dvé az tfi PCs zpravidla staci k zachyceni dostatecného
mnozstvi variability v pivodnich datech. Proménné navzajem nekoreluji, a poskytuji tak
nezavislé informace o systému (Wojtowicz et al., 2012). U PCA nejsou piedem zadany
informace ktery vzorek patii do které skupiny, a je tedy vhodna k vizualizaci celkového
metabolického chovani vzorki a jejich shlukovani. Grafickymi vystupy pro PCA jsou

skorovy (,,score plot®, zobrazuje praimét pozorovani do roviny zvolenych komponent)
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a zatézovy graf (,,loading plot“, zobrazuje ptivodni proménné, tj. metabolity nejcastéji
ve formé Sipek, kde jejich délky odpovidaji velikostem ptispévku u PCs nachdzejicich
se ve sméru Sipek). Dalsi moznosti je tzv. biplot kombinujici oba piedchozi zplsoby
zobrazeni (Wojtowicz et al., 2012).

U supervizovanych statistickych nastroji je jiz zadana informace o piisluSnosti
vzorku ke skuping, a jsou proto nejéastéji pouzivany k hledani nejvice diskriminujicich
metabolith mezi skupinami. Pracuji s matici naméfenych dat a s vektorem zatazeni
pozorovani do skupin. Principem téchto metod je spojeni regresni analyzy (numericky
vystup) a klasifikace (kategorialni vystup) s cilem identifikace skupin pomoci mensiho
poctu proménnych/malého poétu metabolitt. Patii sem diskriminacni analyza metodou
dil¢ich nejmensich ¢tvercti PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis) a jeji
ortogonalni alternativa OPLS-DA (Orthogonal Partial Least Squares Discriminant

Analysis), jejimz vystupem je tzv. S-plot nebo graf VIP (Wojtowicz et al., 2012).
!
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a priprava vzorki

3.1.1 Chemikalie

Voda, acetonitril, methanol a HCI v 1-butanolu byly v LC-MS kvalit¢ zakoupeny od
firmy Sigma-Aldrich, USA, interni standard o-oktanoyl-karnitin byl zakoupen od firmy
Cambridge Isotop Laboratories (Boston, USA) a standardy MCPA-L-karnitin a HGA

u firmy Toronto Research Chemicals Inc (Toronto, ON, Kanada).

3.1.2 Biologicky material

V ramci praktické ¢asti byly méfeny koncentrace acylkarnitini, HGA, MCPG a jejich
konjugatt. Pro analyzy byly kdispozici vzorky suchych krevnich skvrn koni
s klinickymi pfiznaky AM, kontrolni vzorky od koni ze stejnych pastvin bez ptiznakt
AM a ustdjenych koni, ktefi nebyli na téchto pastvinach ptitomni. Do studie byly také
zatazeni kon¢ s diagnozou zatézové myopatie. Pro zjisténi koncentraci jednotlivych
metabolitd byla vyuzita FIA-MS analyza a HPLC-MS/MS. Vzorky suchych krevnich
skvrn byly ziskény ve spolupréci s Klinikou chorob koni a Veterinarni a farmaceutické

Univerzity v Brn¢. Byly odebrany v letech 2013-2019.

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Centrifuga (Sigma 3 - 16KL, Osterode am Harz, Némecko), tfepacka (Biosan, typ PST-
60HL plus Thermo Shaker, Riga, Latvia), lyofilizator (Freezone, Labconco, USA),
hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem API 4000 (SCIEX, Framingham,
Massachusetts, USA), hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupolem Triple Quad
6500 (SCIEX, Framingham, MA, USA), kapalinovy chromatograf UltiMate 3000RS
(Dionex, Sunnyvale, CA, USA).

3.1.4 Priprava vzorku pro FIA-MS

Koncentrace acylkarnitinii byly méfeny pomoci FIA-MS analyzy. Z kazdé odbérové
karticky s krevni skvrnou byl vyrazen tercik o priméru 3 mm do 96 - ti jamkové titracni
desky. Vzorky byly extrahovany v methanolu (20 min, 600 rpm) s internimi isotopicky
zna¢enymi standardy (acylované karnitiny a AMK). Nasledovala centrifugace (10 min,

570 x g, 4 °C), piepipetovani do vialek a FIA-MS analyza.
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3.1.5 Priprava vzorki pro HPLC-MS/MS

Pro detekci HGA, MCPA-karnitinu, MCPA-glycinu, MCPG, MCPF-karnitinu a MCPF-
glycinu byla vyuzita analyza pomoci HPLC-MS/MS. Z krevnich skvrn byly vyrazeny
ter¢iky 0 praméru 3,2 mm a byly extrahovany ve 100 pul MeOH s internim standardem
(1uM, o-oktanoyl-L-karnitin HCI (N methyl-D3)). Inkubace probihala pii pokojové
teploté po dobu 30 minut. Nasledovala centrifugace vSech vzorkua (14000 g/10 min/4
°C), ptepipetovani do novych eppendorfek a lyofilizace. Ke vzorktiim bylo piidano 50 pl
1-butanolu v HCI a byly zvortexovany. Inkubace probihala 30 minut pfi 65°C. Poté byly
vzorky odfoukévany v proudu dusiku pii 65 °C. Bylo ptfiddno 100 pl smési
methanol:MF-A (4:1), vzorky byly zvortexovany a piepipetovany do vialek. Pro
sledovani reprodukovatelnosti méfeni byl pfipraven QC vzorek (odebranim 5 pl ze
vzorkl koni s podezienim na AM) a tento vzorek byl nastfikovan v priabéhu analyzy.

Latky byly kvantifikovany na komeréné dostupné standardy MCPA-karnitin a HGA.
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3.2 Metody

3.21 FIA-MS analyza

Analyza byla provedena pomoci hmotnostni spektrometrie s trojitym kvadrupdlem API
4000 (SCIEX, Framingham, Massachusetts, USA) za pouziti MassChrom® Kkitu
uréené¢ho pro analyzu AMK a acylkarnitini v krevnich skvrnach (Chromsystems,
Némecko). Systém byl po dobu analyzy kontrolovan programem Analyst 1.6.2 software
(SCIEX). Vzorky byly méfeny v positivnim médu za pouziti MRM (,,Multiple Reaction
Monitoring*) ptechodu.

Nastaveni parametrti iontového zdroje a pomocnych plynt bylo: napéti na kapilare
5500 V, tlak kolizniho plynu 2 psi, ,,curtain gas* 20 psi, tlak susSiciho a zamlzujiciho
plynu byl 40 psi a teplota v iontovém zdroji byla nastavena na 450 °C.

Objem nastiiku vzorku byl 3 pl. Rychlost prutoku mobilni faze byla snizena z 0,3
ml-min na 0,03 ml-min? v &asovém rozmezi 0,15-0,4 min béhem kazdé analyzy.
Nameéfend data byla kvantifikovdna na hodnoty internich standardi v programu
ChemoView verze 2.0.2 (SCIEX) porovnanim intenzit signalu analytu a jeho

odpovidajiciho interniho standardu.

3.2.2 Analyza HPLC-MS/MS

Analyza vzorki pomoci HPLC-MS/MS probihala za pouziti UltiMate 3000 RS ve
spojeni s hmotnostnim spektrometrem (Triple Quad 6500; SCIEX, Framingham, MA,
USA). Pro méfeni byla pouzita kolona BEH C18 firmy Waters (50 mm; 1,7 um;
2,1 mm).

Parametry MS/MS: napéti na kapilafe v iontovém zdroji 5500 V, tlak kolizniho plynu
6 psi, ,,curtain gas“: 35 psi, tlak plynt Vv iontovém zdroji 40 psi a teplota v iontovém
zdroji byla nastavena na 400 °C.

Mobilni faze A byla tvotfena 28 mM roztokem NH4COOH o pH 2,8; mobilni fazi B
byl methanol. Priitok mobilni fize byl 0,4 ml-min™. Gradient za¢inal na 20 % mobilni
fazi B po dobu 2 minut, poté v rozmezi 2-5,9 minut linearné stoupal na hodnotu 99 %
podminkam 20 % B, které byly udrzovany az do 10 minuty (Obr. 12). Butyrylované
metabolity byly detekovany v MRM moddu (pfechod pro HGA: 198/74; MCPG:
184/110,7; MCPA-karnitin: 312/85; MCPA-glycin: 226/74; MCPF-karnitin: 298,15/85;

38



MCPF-glycin: 212/81). Méfeni probihalo v pozitivnim modu a data byla zpracovana v
programu Sciex OS Software 1.6.1. MCPA-karnitin a HGA byl kvantifikovan na
komeréné dostupné standardy. Relativni koncentrace MCPF-karnitinu byla urcena
vztazenim na standard MCPA-karnitin, MCPF-glycin pak na standard hypoglycin A.
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Obr. 12 Pribéeh gradientové eluce v chromatografickém systému u analyzy HGA a MCPG.

3.2.3 Statisticka analyza

Ziskana data byla zpracovana a statisticky vyhodnocena v ,,R* programu (verze 3.1.2) s
vyuzitim metabolomického statistického balicku Metabol (Gardlo et al., 2019). Graficky
byla data vizualizovana mnohorozmérnou nesupervizovanou analyzou PCA

a jednorozmérnymi statistickymi metodami, konkrétné krabicovymi a vulkdnovymi

grafy.
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4 Vysledky

4.1 Tvorba databaze

V ramci této prace byla vytvorena databdze ze ziskanych vzorkl k projektu Atypicka
myopatie odebranych v letech 2013-2020. Celkov¢ byly k dispozici vzorky suchych
krevnich skvrn, plné krve, krevniho séra, plasmy a mo¢i od koni s AM (suspAM), a také
od kontrolnich koni bez pfistupu na zasazené pastviny (CS), klinicky zdravych koni na
pastviné s AM (CO) a koni s diagnézou zatézové myopatie (zat). V ramci tvorby
databaze doslo k rozdéleni vzorkli na zakladé biologického materidlu (suché krevni
skvrny — D, plna krev — B, sérum — S, plasma— P a mo¢ — U) a dale k pfitazeni unikatniho
¢isla pro kazdého koné. Vzorky byly oznaceny pomoci $titki a suché krevni skvrny byly
dale rozdéleny do slozek. Vzorky s vicenasobnymi odbéry byly odliSeny pismeny
(a,b,c...).

4.2 FIA-MS analyza

FIA-MS analyzou byly sledovany koncentrace acylovanych karnitini a AMK ve
vzorcich krevnich skvrn. Hladiny acylkarnitinti byly pozorovany ve 4 skupinach (Tab.1):
suspAM, CS, CO a zat. U nékterych koni byly k dispozici vicenasobné odbéry krevnich
skvrn v rizném casovém rozmezi od zpozorovani prvnich pfiznakit AM. V ramci
statistického vyhodnoceni byl od koni s vicendsobnym odbérem ponechan vzdy prvni

vzorek odebrany po propuknuti ptiznakit AM.

Tab. 1 Pocty vzorki pro jednotlivé skupiny koni.

Celkovy pocet koni 98
Pocet vzorki pro jednotlivé skupiny

Koné s podezienim na AM 100
Kontrolni koné 8
Koné bez klinickych ptiznakti AM 37
Kong¢ s diagndzou zatézové myopatie 7
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V analyze PCA doslo k ¢astecnému oddéleni vzorka suspAM od ostatnich skupin
(Obr. 13). Vzorky koni se zatézovou myopatii se klastrovaly v blizkosti skupin CS a CO.

Vysvétlend variabilita pro prvni dvé dimenze byla 73,74 %.

PC2-14.09%

-2 -1 0 1
PC1 - 59.65 %; Cumulative = 73,74 %

Obr. 13 PCA vzorki krevnich skvrn jednotlivych skupin koni: suspAM, zat, CO a CS.
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U koni suspAM byly pozorovany zvySené hladiny acylkarnitint s kratkym a stfedné
dlouhym fetézcem oproti vzorkim CS a CO. Koncentrace acylkarnitinti u jednotlivych
skupin jsou uvedeny v tab. 2. Na obr. 14 je zobrazen vulkanovy graf porovnavajici
skupiny CS a suspAM se zvyraznénim nejvice diskriminujicich acylkarnitina. Hladina
vyznamnosti byla u tohoto grafu korigovana na pocet metabolitt (Bonferroniho
korekce). Ukazky krabicovych grafu nejvice diskriminujicich acylkarnitinii jsou

uvedeny na obr. 15 a 16.

42



Tab. 2 Koncentrace acylkarnitint (umol-I?) pro jednotlivé skupiny koni.

. CS CcO SuspAM zat

metabolit : — - = : — - s
min max median min max median min max median min max median

Co 3,324 7,785 5,610 1,704 15,663 5,091 3,636 76,932 15,475 7,251 28,818 16,094

C2 0,940 2,615 1,873 0,113 2,331 1,091 0,236 23,213 4,643 2,051 7,711 2,392

C3 0,188 0,427 0,276 0,040 0,464 0,236 0,09 2,937 0,411 0,209 0,484 0,372
C3DC_C40H 0,016 0,041 0,022 0,011 0,147 0,030 0,025 0,826 0,121 0,027 0,101 0,069
C4 0,107 0,323 0,187 0,077 0,819 0,281 0,035 42,73 2,728 0,150 0,573 0,293
C4DC_C50H 0,047 0,151 0,076 0,037 0,179 0,071 0,017 0,592 0,123 0,080 0,439 0,123
C5 0,150 0,797 0,347 0,178 3,652 0,581 0,075 30,072 3,956 0,165 0,531 0,386
C5DC 0,093 0,150 0,132 0,052 0,648 0,167 0,13 3,195 0,66 0,138 0,369 0,184
C5:1 0,011 0,017 0,016 0,010 0,083 0,017 0,011 0,104 0,038 0,022 0,072 0,039

C6 0,019 0,033 0,023 0,010 0,130 0,032 0,024 7,376 0,608 0,031 0,094 0,041
C6DC_C70OH 0,017 0,025 0,019 0,007 0,100 0,027 0,013 0,142 0,058 0,021 0,074 0,035
C8 0,010 0,019 0,012 0,009 0,062 0,026 0,012 1,448 0,251 0,009 0,037 0,021
C8:1 0,008 0,011 0,009 0,006 0,035 0,012 0,011 1,611 0,132 0,013 0,032 0,019
C10 0,021 0,031 0,024 0,002 0,038 0,014 0,007 0,756 0,088 0,005 0,029 0,010
C10:1 0,019 0,024 0,021 0,003 0,052 0,020 0,01 0,464 0,086 0,010 0,022 0,014
C10:2 0,016 0,025 0,020 0,001 0,042 0,021 0,01 0,811 0,103 0,015 0,185 0,018
Ci12 0,004 0,010 0,008 0,000 0,020 0,007 0,000 0,276 0,039 0,008 0,029 0,011
Cil2:1 0,009 0,016 0,011 0,001 0,031 0,008 0,004 0,182 0,035 0,008 0,026 0,015
Ci14 0,012 0,041 0,028 0,000 0,037 0,016 0,007 0,726 0,051 0,015 0,045 0,021
Cl4:1 0,008 0,015 0,009 0,002 0,014 0,008 0,006 0,339 0,045 0,009 0,022 0,014
Ci14:2 0,007 0,015 0,010 0,001 0,012 0,007 0,003 0,050 0,015 0,006 0,011 0,009
C140H 0,003 0,006 0,003 0,000 0,006 0,002 0,000 0,100 0,010 0,002 0,006 0,004
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Tab. 2 Koncentrace acylkarnitini (umol-1?) pro jednotlivé skupiny koni (pokracovani).

metabolit : CS _ CcO _ SuspAM _ zat
min max mediin min max mediin min max mediin min max mediin

Cl16 0,201 0,772 0,500 0,083 1,261 0,378 0,017 5,237 0,574 0,121 0,830 0,651
Cl6:1 0,011 0,027 0,024 0,002 0,034 0,015 0,003 0,475 0,051 0,007 0,041 0,021
C160H 0,008 0,012 0,011 0,001 0,013 0,006 0,003 0,161 0,016 0,008 0,013 0,010
C16:10H 0,014 0,047 0,030 0,007 0,048 0,019 0,001 0,417 0,031 0,004 0,035 0,027
C18 0,213 0,697 0,397 0,082 0,675 0,292 0,014 3,841 0,339 0,129 0,760 0,472
C18:1 0,095 0,404 0,275 0,040 0,406 0,180 0,014 3,076 0,335 0,041 0,657 0,305
C18:2 0,020 0,056 0,042 0,004 0,056 0,024 0,003 0,346 0,037 0,008 0,063 0,019
C18:10H 0,006 0,009 0,008 0,000 0,018 0,007 0,000 0,121 0,015 0,003 0,020 0,011
C18:20H 0,015 0,024 0,020 0,001 0,027 0,010 0,000 0,059 0,014 0,005 0,014 0,009
C180H 0,002 0,005 0,004 0,000 0,007 0,003 0,000 0,036 0,005 0,002 0,004 0,003

*CO0 — karnitin, C2 — acetylkarnitin, C3 — propionylkarnitin, C3DC_C40H - malonyl/karnitin/hydroxybutyrylkarnitin, C4 — butyrylkarnitinu, C4DC_C50H -
methylmalonylkarnitin/3-hydroxyisovalerylkarnitin, C5 — valerylkarnitin, C5DC — glutarylkarnitin, C5:1 — tiglylkarnitin, C6 — hexanoylkarnitin, C6DC_C70H — C8 —
oktanoylkarnitin, C8:1 — oktenoylkarnitin, C10 — dekanoylkarnitin, C10:1 — decenoylkarnitin, C10:2 — dekadienoylkarnitin, C12 — dodekanoylkarnitin, C12:1 —
dodecenoylkarnitin, C14 — tetradekanoylkarnitin, C14:1 — tetradecenoylkarnitin, C14:0H — hydroxytetradekanoylkarnitin, C16 — hexadekanoylkarnitin, C16:1 —
hexadecenoylkarnitin, CL60H — hydroxyhexadekanoylkarnitin, C18 — oktadekanoylkarnitin, C18:1 — oktadecenoylkarnitin, C18:2 — oktadekadienylkarnitin, C18:20H —
hydroxyoktadekadienylkarnitin, C180H — hydroxyoktadekanoylkarnitin.

*z vicenasobnych odbérii zahrnut vzdy pouze prvni odbér
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Obr. 14 Vulkanovy graf znazoriujici nejvyznamnéjsi metabolity signifikantni podle p-value pti
porovnani skupin CS a suspAM.
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Obr. 15 Porovnani hladin acylkarnitinu C6 mezi skupinami zat, CS, CO a suspAM.
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zat s Co suspAM

Obr. 16 Porovnani hladin acylkarnitinu C8 mezi skupinami zat, CS, CO a suspAM.

Po analyze metaboliti hypoglycinu A a MCPG byla skupina suspAM dale rozlisena
na zakladé pfitomnosti (pos) nebo nepfitomnosti (neg) MCPA-karnitinu. Opét je
Vv pfipadé vicenasobnych odbérti koni zahrnut pouze prvni odbér.

Timto podrobnéjsim rozdélenim doslo vramci PCA témé&f ke splynuti profilu
negativnich vzorkd se skupinami CS, CO a zat. Pozitivni vzorky se klastrovaly dal od
ostatnich skupin (Obr. 17). Na obr. 18 a 19 jsou pomoci vulkanovych grafii porovnany
skupiny CS vs pos a neg a zvyraznény nejvice diskriminujici metabolity. U krabicovych
grafi byla hladina vétSiny acylkarnitinii vzorkd neg na Grovni skupin CO, popf. byla
mirné zvysSena. Zietelnéj$i zvySeni vSak bylo patrné pii porovnani se skupinou CS.
V ptipadé pos vzorkl byly koncentrace nékterych acylkarnitinii s kratkym a stfednim
fetézcem vyssi az o nékolik tada (Tab. 3). Nejvyznamnéjsi metabolity jsou uvedeny na
obr. 20-23.
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Obr. 17 PCA rozlisujici profily podle pfitomnosti (pos) a nepiitomnosti (neg) MCPA-karnitinu
od skupin CO, CS a zat.
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Obr. 18 Vulkanovy graf se znazornénim diskriminujicich metabolita mezi skupinami CS a pos.
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Obr. 19 Vulkanovy graf se znazornénim diskriminujicich metabolitd mezi skupinami CS a neg.

Tab. 3 Koncentrace acylkarnitint s kratkym a stfednim fetézcem pro vzorky koni s podezienim
na AM, u kterych byl detekovan (pos) a nebyl detekovan (neg) MCPA-karnitin (umol-17).

metabolit pos neg
min max median min max median
Cco 4549 76,932 15,104 | 3,636 47,663 16,178
C2 0,236 23,213 5,164 0,281 11,939 0,576
C3 0,117 2,937 0,507 0,090 1,096 0,164
C3DC_C40H | 0,025 0,826 0,145 0,034 0,305 0,065
C4 0,301 42,730 4,614 0,035 1,485 0,262
C4DC_C50H | 0,048 0,592 0,148 0,017 0,490 0,063
C5 0,280 30,072 4,556 0,075 10,225 0,704
C5DC 0,159 3,195 0,828 0,130 2,883 0,230
C5:1 0,011 0,104 0,039 0,017 0,067 0,037
C6 0,029 7,376 0,994 0,024 0,181 0,067
C6DC_C70H | 0,017 0,142 0,068 0,013 0,091 0,032
C8 0,012 1,448 0,351 0,014 0,266 0,043
Ccs:1 0,015 1,611 0,181 0,011 0,049 0,017
C10 0,015 0,756 0,124 0,007 0,071 0,022
C10:1 0,014 0,464 0,125 0,010 0,039 0,019
C10:2 0,011 0,811 0,195 0,010 0,096 0,033
Ci12 0,007 0,276 0,052 0,000 0,070 0,010

*z vicenasobnych odbérii zahrnut pouze prvni odbér.
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Obr. 21 Porovnani hladiny acylkarnitinu C6 u pos vzorkl od ostatnich skupin.
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Obr. 23 Porovnani hladiny acylkarnitinu C8.1 u pos vzorkl od ostatnich skupin.
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Vzorky koni s pozitivnim nalezem MCPA-Karnitinu byly dale rozliSeny na zakladé
preziti (s), thynu (d) a eutanazie (e) zvifete. V ramci PCA se ¢aste¢né oddélily vzorky
koni, u kterych doslo k uhynu nebo k eutanazii. Vzorky koni, ktefi ptezili, se z ¢asti
prekryvaji s ostatnimi skupinami (Obr. 24). Hladina acylkarnitini koni, ktefi ptezili, je
oproti kontrolnim vzorkiim zvySend, avSak nizsi nez u koni, u kterych doslo k tthynu

ptipadné k eutanazii (Obr. 25-28).

PC2 - 14.09 %

-2 -1 0 1
PC1 - 59.65 %; Cumulative = 73.74 %

Obr. 24 PCA vzorkl porovnavajici vzorky koni, kteti piezili (s), uhynuli (d) anebo doslo
Kk eutandzii (¢) od skupin CS, CO a zat.
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Obr. 25 Porovnani hladin acylkarnitinu C4 mezi jednotlivymi skupinami.
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Obr. 26 Porovnani hladin acylkarnitinu C6 mezi jednotlivymi skupinami.
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Obr. 27 Porovnani hladin acylkarnitinu C8 mezi jednotlivymi skupinami.
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Obr. 28 Porovnani hladin acylkarnitinu C8.1 mezi jednotlivymi skupinami.
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Zatézova myopatie

V ramci vyhodnoceni koni s diagnoézou zatézové myopatie byl pozorovan velmi mirny
narust hladin acylkarnitind oproti kontrolam CS, avsak, jak je zobrazeno na vulkanovém
grafu, nebyly nalezeny Zadné vyznamn¢ diskriminujici acylkarnitiny (Obr. 29). U koni
S pozitivnim nalezem MCPA-karnitinu byl nardst hladin mnohem vyssi (Obr. 20-23,
31). Nejvice diskriminujici acylkarnitiny pfi porovnani skupin zat a pos byly C4, C5,
C6, C8 a C8.1 (Obr. 30).
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Obr. 29 Vulkanovy graf se znazornénim diskriminujicich metabolitd mezi skupinami zat a CS.
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Obr. 30 Vulkanovy graf se znazornénim diskriminujicich metabolitd mezi skupinami zat a pos.
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31 Porovnani hladin acylkarnitinu C5 mezi jednotlivymi skupinami.
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Vvhodnoceni aminokyselin

V ramci vyhodnoceni AMK nebyly nalezeny vyznamné rozdily mezi jednotlivymi

skupinami. Ptiklady krabicovych grafii jsou uvedeny na obr. 32 a 33.
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Obr. 32 Porovnani hladin argininusukcinatu mezi jednotlivymi skupinami.

56



5.5+

5.0+

4.5

4.0

3.5

zat [ Cb neg pos

Obr. 33 Porovnani hladin valinu mezi jednotlivymi skupinami.

4.3  Analyza HPLC-MS/MS

Analyzou HPLC-MS/MS byly méteny koncentrace HGA, MCPG a jejich konjugath
(MCPA-karnitin, MCPA-glycin, MCPF-karnitin a MCPA-glycin). Na obr. 34 jsou
uvedeny uk4zky chromatogramii kontrolniho vzorku ustajeného koné bez ptistupu na
pastvinu, kde se vyskytovala AM, a vzorku koné s diagnézou AM.

V tab. 4 jsou uvedeny rozmezi koncentraci nalezenych metabolitl pro jednotlivé
skupiny koni. MCPG a jeho metabolit MCPF-glycin nebyly detekovany. U skupin CS
a zat nebyly tyto latky pozorovany.
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Obr. 34 Ukazky chromatogrami koni ze skupin a) AM, b) CS.
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Tab. 4 Rozmezi koncentraci jednotlivych metaboliti (umol-I?).

skupina

Koni HGA MCPA-karnitin MCPA-glycin MCPF-karnitin
min max median min  max median min  max median min  max median

cs N/A  N/A N/A  N/A NA NA NA NA NA NA NA NA
co 0,074 2,027 0,313 N/A N/A NA NA NA NA 0,006 0011 0,007
sUSPAM 0,083 28,729 2,474 0,001 0,266 0,029 0,117 3,021 0,521 0,009 1,209 0,083
pos 0,184 28,729 3,621 0,003 0,266 0,029 0,117 3,021 0,521 0,014 1,209 0,083
neg 0,083 0,757 0,308 N/A N/A N/A NA NA NA 0,01 0016 0,01
sat N/A  N/A N/A  N/A NA NA NA NA NA NA NA NA

*z vicenasobnych odbérui zahrnut pouze prvni odbér, N/A — analyty pod limitem detekce

4.4  Analyza vicenasobnych odbéri

U vicenasobnych odbérti krevnich skvrn koni s podezfenim na AM byly vzorky
odebrany v rizném €asovém rozmezi od zpozorovani prvnich piiznakiit AM. Informace
0 odbérech a hodnoty namétenych metabolitti jsou uvedeny v tab.5.

Zmény v koncentracich diskriminujicich acylkarnitina C6, C8 a C8.1, HGA, MCPG
a jejich metabolithh a CK Vv zavislosti na pribéhu onemocnéni od vybranych koni jsou
uvedeny na grafech 1-8. Kon¢ D12, D44 a D118 uhynuli, u koni D14, D74 a D92 byla
provedena eutanazie a koné¢ D95, D111, D114, D116 se uzdravili. Referen¢ni rozmezi
CK pro zdravé koné je 0,67-15,15 ukat-I™.
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Tab. 5 Informace o konich s vicendsobnym odbé&rem krevnich skvrn a koncentrace jednotlivych latek (umol-1?), hodnoty kreatinkinasy v ukat-1™.

. Athod (od | . eutanazie
Oznaceni | 4ioinosa | prvnich | d12gnosadle |pa IEE MCPA- | MCPF- | g | cg | g1 | M0dNOY |\ draveni
koné ” X MCPA karnitin glycin karnitin CK .
priznak) existus
5 1,857 0,024 0,207 0150 | 1982 | 0781 | 0454 | 1412
D12 | suspAM 24 AM 0,371 0,011 N/A 0083 | 0833 | 0257 | 0225 | 8561 exitus
36 0,263 0,013 N/A 0111 | 1234 | 0281 | 0281 | 16330
0 0315 N/A N/A 0016 | 0181 | 0088 | 0049 93
D13 SUspAM zdravy uzdraveni
96 0,158 N/A N/A N/A | 0046 | 0047 | 0022 7
5 6.683 0,025 0521 0090 | 0333 | 0097 | 0058 274
o1a | susonm 24 AN 4791 0,022 0334 0091 | 0542 | 0176 | 0089 | 3033 i
usp 30 2012 0,015 0,136 0046 | 0375 | 0138 | 0081 | 3422 | SWamae
48 0,871 0,005 NA 0025 | 0265 | 0092 | 0053 | 2377
90 0416 0,005 NA 0083 | 0,608 | 0228 | 0110 308 _
D15 SuUspAM AM exitus
96 0,409 N/A N/A 0059 | 0283 | 0133 | 0074 | 421
018 | susonn 24 vt N/A N/A N/A N/A | 0,035 | 0014 | 0,011 748 ravent
P 48 zdravy N/A N/A N/A N/A | 0058 | 0017 | 0012 | 255 | cravem
0 3.621 0,007 0328 0030 | 0115 | 034 | 0043 | 916,01
. W 24 AN 1,489 0,005 0,248 0016 [ 0285 | 0447 | 0086 | 34835 | .
SUsP 48 0,619 0,002 NA 0,008 | 0,064 | 0304 | 003 | 14344 |“2Cravem
250 0,281 N/A N/A N/A | 0045 | 0273 | 0021 73

*N/A — pod limitem detekce




Tab. 5 Informace o konich s vicendsobnym odbérem krevnich skvrn a koncentrace jednotlivych latek (umol-I?), hodnoty kreatinkinasy v pkat-1?.

(pokracovani).
_ Athod (od | . eutanazie
Oznac? n1 diagnosa | prvnich diagnosa dle HGA MCPA- MCPA- MCPF- Cé6 C8 C8:1 hodnoty uzdraveni
koné o o MCPA karnitin glycin karnitin CK .
ptiznakil) existus
48 0,699 NA N/A 0,010 | 0,096 | 0,043 0,023 1717
D28 SUspAM zdravy uzdraveni
120 0,226 N/A N/A N/A 0,048 | 0,037 0,019 83,5
0 1,721 0,027 N/A 0,048 | 1,138 | 0,309 0,115 2000
D39 SuspAM AM uzdraveni
72 0,312 N/A N/A 0,005 | 0,157 | 0,077 0,026 3 666
24 4,680 0,053 0,396 0,235 | 3,249 | 0,940 0,95 1830
D44 SuspAM 40 AM 6,187 0,049 0,554 0,216 | 2,558 | 0,875 0,600 - exitus
72 2,050 0,014 0,247 0,039 | 0,778 | 0,529 0,225 -
0 0,877 N/A 0,157 0,032 | 0,055 | 0,042 0,037 12
D54 AM 10 P 0,313 0,004 N/A 0,025 | 0,248 | 0,087 0,074 - ; )
SUsP 36 0,124 N/A N/A 0,025 | 0143 | 0045 | 0045 | 3546 | v
48 0,083 N/A N/A 0,005 | 0,053 | 0,019 0,022 2662
5 6,880 0,096 0,220 0,161 | 4,168 | 1,108 0,739 545,5 i
D74 SuUspAM AM eutanazie
24 9,522 0,311 NA 0,894 | 4576 | 1,146 0,841 8 000
15 0,757 N/A NA N/A 0,034 | 0,266 0,015 419
24 0,569 N/A N/A N/A 0,035 | 0,299 0,016 296
D82 suspAM 36 zdravy 0,485 N/A N/A N/A 0,05 0,273 0,016 218 uzdraveni
60 0,541 N/A NA N/A 0,041 | 0,254 0,016 312
84 0,415 N/A N/A N/A 0,223 | 0,375 0,043 206

*N/A — pod limitem detekce
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Tab. 5 Informace o konich s vicendsobnym odbérem krevnich skvrn a koncentrace jednotlivych latek (umol-I?), hodnoty kreatinkinasy v pkat-1?.

(pokracovani).

Ozlfaé?ni diagnosa A;n}‘l\?r?ic(l(l)d diagnosa die |y UG MCPA- | MCPF- | g cs | cgy | Modnoty | e
ong piznaki) MCPA karnitin glycin karnitin CK existus
Do2 SUSPAM 6 AM 25,249 0,157 1,951 0,182 3,303 1,228 0,878 3218,8 cutandzie

24 12,269 0,086 1,117 0,139 2,652 0,86 0,623 -
24 3,736 0,021 0,650 0,083 1,813 1,149 0,341 2704
D95 SUSPAM 48 AM 3,883 0,011 0,323 0,056 0,633 | 0,457 0,147 3126 uzdraveni
72 2,744 0,007 NA 0,064 0,454 0,317 0,099 2018
96 1,245 0,004 0,077 0,025 0,312 0,295 0,078 809
D109 SUSPAM 48 AM 0,184 N/A N/A 0,016 0,358 0,156 0,058 1006,2 uzdraveni
96 NA N/A N/A NA 0,071 | 0,094 0,030 106
5 6,574 0,083 0,565 0,208 1,537 | 0,377 0,421 8615
24 2,335 0,022 0,287 0,074 0,528 0,142 0,133 12 868
48 1,173 0,008 0,153 0,035 0,317 | 0,095 0,073 12293
72 0,557 0,006 NA 0,032 0,23 0,08 0,051 6605
96 0,224 N/A N/A 0,005 0,134 0,061 0,039 2427
D111 SUSpAM 120 AM 0,230 N/A N/A N/A 0,09 0,051 0,03 459 uzdraveni
144 0,220 N/A N/A N/A 0,082 0,064 0,033 179
168 0,219 N/A N/A N/A 0,056 | 0,027 0,02 97
192 0,150 N/A N/A N/A 0,062 | 0,035 0,024 57
216 0,131 N/A N/A N/A 0,064 0,035 0,017 37
264 0,076 N/A N/A N/A 0,049 | 0,026 0,017 20
336 0,091 N/A N/A N/A 0,043 | 0,024 0,018 10

*N/A — pod limitem detekce
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Tab. 5 Informace o konich s vicendsobnym odbérem krevnich skvrn a koncentrace jednotlivych latek (umol-I?), hodnoty kreatinkinasy v pkat-1?.

(pokracovani).
Ozlfaé?ni diagnosa A};I}'I\?lﬂc(l?d diagnosadle | = ymp I MCPA- | MCPF- | g | g | (gq | hodnoty S?S?Eiﬁii
oné piiznakii) MCPA karnitin glycin karnitin CK existus
5 7,814 0,024 0,194 0,031 | 0,378 | 0,146 0,133 700
36 3,170 0,022 0,115 0,063 | 0,517 | 0,179 0,139 1814
D114 SUspAM 72 AM 0,958 0,010 0,147 0,029 | 0,298 | 0,101 0,071 143 uzdraveni
648 0,111 N/A N/A N/A 0,083 | 0,021 0,023 4
1368 0,098 N/A N/A N/A 0,07 0,018 0,028 -
0 11,249 N/A 0,572 N/A 0,307 | 0,358 0,069 3745
24 10,387 0,008 0,317 0,015 | 0,358 | 1,126 0,162 2619
D116 SUspAM 48 AM 2,755 0,003 0,164 0,028 | 0,282 | 1,249 0,156 3940 | uzdraveni
72 1,323 N/A 0,145 0,008 | 0,171 | 0,993 0,08 1846
120 0,711 N/A NA N/A 0,066 | 0,899 0,051 220
0 13,176 0,049 2,207 0,078 | 3,243 | 0,976 0,68 2950
D118 SUSPAM 24 A 5,080 0,042 1,425 0,068 | 2,425 1,53 0,818 5146 exitus
48 2,037 0,032 0,236 0,003 | 1,711 | 1,578 0,851 10906
72 1,622 0,019 0,172 0,083 | 1,651 | 1,446 0,624 7065

*N/A — analyty pod limitem detekce
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5 Diskuze

Ptedlozena diplomova prace byla zaméfena na problematiku atypické myopatie, ktera
byva pozorovana u voln¢ se pasoucich koni. Byly sledovany zmény v metabolickych
profilech u koni s ptiznaky AM a porovnavany se skupinami koni bez ptiznaki AM,
av8ak pasoucich se na stejnych pastvinach, s kontrolnimi konmi bez pfistupu na tyto
pastviny a s konmi s diagnézou zatéZzové myopatic. Sledovanymi parametry byly
hladiny acylkarnitind, aminokyselin, HGA, MCPG a jejich metabolita (MCPA-karnitin,
MCPA-glycin, MCPF-karnitin, MCPF glycin) a hodnoty CK.

Inhibici B-oxidace, zptsobené metabolity MCPA-CoA a MCPF-CoA, dochazi
v mitochondriich k akumulaci acyl-CoA za snizeni volné frakce CoA. Pro jeji obnoveni
jsou z piebyte¢nych acyl-CoA pomoci Karnitinacyltransferasy pieneseny acylové
skupiny na karnitin za vzniku acylovanych karnitinti, které jsou poté vylouceny ven z
bunky (Cibulka, 2005). V krvi a moc¢i koni s AM jsou tak pozorovany zvysené
koncentrace acylkarnitini ptevazné¢ skratkym a stiedné¢ dlouhym fetézcem
(Westermann et al., 2008; Sponseller et al., 2012).

Pomoci statistickych nastrojii byly nejprve vizualizovany a srovnany koncentrace
acylkarnitinti pro vSechny vzorky suchych krevnich skvrn koni s podezifenim na AM.
Po analyze HGA a jeho metaboliti byl acylkarnitinovy profil vzorki S pozitivnim
nalezem MCPA-karnitinu dale vyhodnocovan samostatng. Nejvice diskriminujicimi
acylkarnitiny oddélujicimi tuto skupinu (pos) a kontrolni koné byly C6, C8, C8:1 a C4.
I v ptipad¢ koni, u kterych nebyl MCPA-karnitin detekovan, bylo pozorovano zvyseni
zminénych acylkarnitind viici kontrolnim ustajenym konim a s vyjimkou C4 byl mirny
narist pozorovan i u klinicky zdravych koni ze stejné pastviny. Koncentrace
acylkarnitini klinickych zdravych koni ze stejnych pastvin byly zjistovany také ve
studii Bochnia et al., (2015). Podobné byl mirny nartust pozorovan pro C4, C6, C8
a C10:1, ale také pro acylkarnitiny C5 a C10.

V ramci vyhodnoceni ziskanych dat od vzorki koni s diagnézou zatézové myopatie
byl pozorovan jen mirny narust hladin acylkarnitini s kratkym a stfednim fetézcem
oproti klinicky zdravym konim. ZatéZova myopatie, zvana také jako zat€zova
rabdomyolyza (ER - ,Exertional Rhabdomyolysis©), je jednou z nejcast&jsich
onemocnéni svalli koni a byva zptisobena nadmérnou fyzickou zatézi (Hunt et al.,
2008). Béhem zavodni sezony se vyviji u 5-10 % koni. Hlavnimi ptiznaky jsou kiece,
ztuhlost, kulhani, nadmérné poceni, neochota k pohybu atp. (MacLeay et al., 1999)
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a podobné jako u AM jsou v krvi zvySené hladiny svalovych enzymi CK a AST (Van
Galen et al., 2013). Vzhledem ke zvySené aktivit¢ zminénych enzymti mohou byt
z klinického pohledu tyto diagndézy zaménény. V pfedchozi studii metabolicky
screening odhalil, Ze u sledovanych koni s akutni myopatii vyvolanou velkou fyzickou
zatézi a jednoho koné s post-anestetickou myopatii doslo v plazmé ke zvyseni volného
karnitinu, C2, C3 a C4 (Westermann et al., 2008). Diky lisicimu se profilu acylkarnitind
by mohla byt jejich analyza vhodna pro prvotni upiesnéni, zda se muze jednat
0 rabdomyolyzu vyvolanou nadmérnou zatézi koné¢ nebo o AM, u které byvaji zvysené
acylkarnitiny C6-C10.

U krabicovych grafii koni, ktefi uhynuli nebo byli utraceni, 1ze pozorovat narast
koncentraci acylkarnitint viici konim s AM, ktefi piezili. Ve studii Boemer et al., (2017)
byla pro prognézu timrti zvifete zvolena kombinace C2, C10:2 a C18 acylkarnitint.
U téchto acylkarnitinti byly u uhynulych koni nalezeny signifikantn€ vyssi koncentrace
nez u koni, ktefi prezili. Zajimavy byl také rozdil ve véka koni. Polovina koni, ktefi
prezili atak AM, byla star$i 7 let, naopak 64 % koni, u kterych doslo k tthynu, bylo
mladsich nez 4 roky (Boemer et al., 2017). Na obr. 35-37 jsou uvedeny krabicové grafy
vySe uvedenych acylkarnitinii porovnavajici skupiny koni, kteti piezili, uhynuli, nebo
u nich byla provedena eutanazie. V ramci naSich dat byl pozorovan jen mirny narast C2,

zména V hladindch C18 nebyla u téchto skupin signifikantni.

Obr. 35 Porovnani hladin acylkarnitinu C2 mezi jednotlivymi skupinami.
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Obr. 36 Porovnani hladin acylkarnitinu C10:2 mezi jednotlivymi skupinami.
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Obr. 37 Porovnani hladin acylkarnitinu C18 mezi jednotlivymi skupinami.
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Vyhodnocenim aminokyselin nebyly v krevnich skvrnach koni s AM pozorovany
vyrazné rozdily. V publikaci Karlikova et al., (2016) byly u koni s AM nalezeny
zvysené hladiny aspartatu a leucinu, avSak aspartat nebyl soucasti FIA-MS analyzy.
Nalez vy$si koncentrace leucinu mohl souviset s inhibici isovaleryl-CoA
dehydrogenasy hypoglycinem A (Tanaka et al., 1971). SniZena aktivita tohoto enzymu
byla také popsana ve svalové tkani koni s AM v publikaci Westermann et al., (2007).
V ramci dat v této praci byl u skupiny AM vuci kontrolnim konim pozorovan jen mirny
narust koncentraci vétvenych aminokyselin (v¢etné valinu obr. 33 a leucinu obr. 38).

Toto zvySeni bylo nicméné patrné i u koni s negativnim vysledkem na MCPA-Kkarnitin.

6.0

5.5

5.0

4.5 A

4.0

3.5 1

Obr. 38 Porovnani hladiny leucinu/isoleucinu/alloisoleucinu mezi jednotlivymi skupinami.

Analyza HGA, MCPQG a jejich metabolitll byla provedena ze suchych krevnich skvrn
pomoci HPLC-MS/MS. U zadné skupiny se nepodafilo detekovat MCPG a MCPF-
glycin. Koncentrace metabolitt HGA a MCPF-karnitinu byly u vzorkt kontrolnich koni
CS pod limitem detekce. U koni s diagnézou AM, u kterych byl nalezen MCPA-
karnitinu (0,003-0,266 pmol-IY), byla prokazana také ptitomnost MCPF-karnitinu
(0,014-1,209 pmol-I"Y) jako jednoho zmetaboliti MCPG. Ve velmi nizkych

koncentracich byl MCPF-karnitin také potvrzen u péti vzorka klinicky zdravych koni
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ze stejnych pastvin (0,006-0,011 pmol-I1). Stejné tak byl u t&chto koni nalezen i HGA
(0,074-2,027 umol-I"). Ve studii Bochnia et al., 2015 byla v séru klinicky zdravych
koni ze stejnych pastvin prokazana také pfitomnost HGA, a to v koncentracich 0,33—
11,12 pmol-It (AM:17,2-58,7 umol-I), hladina MCPA-karnitinu byla tésné nad
limitem detekce (0,002+0,001 pmol-1"). V moci téchto koni pak byla potvrzena
ptitomnost MCPA-glycinu (0,015+0,012 pmol/mmoL Kkreatininu), nicméné v séru
nebyl detekovan. V této praci nebyl ve skupiné CO MCPA-glycin v krevnich skvrnach
nalezen.

Dale byla v praci zkoumana data z opakovanych odbéri ziskanych od koni s AM.
Prib&h onemocnéni AM je doprovazen zvySenim koncentraci svalovych enzymu v Krvi.
Hodnoty CK mohou byt vSak v prvnich hodinach po propuknuti AM v referencnim
rozmezi a stoupat az nasledné v prilbéhu onemocnéni (Van Galen et al., 2013), coz bylo
pozorovano i V piipadé opakovanych odbért v této praci. U téchto koni doslo v prvnich
hodinach po propuknuti onemocnéni k néristu hodnot CK (maximalni zjisténa konc.
byla 16 330 pkat-I"t). Nicméné koncentrace CK u koni, ktefi ptezili, v nasledujicich
hodinach postupné klesala. U koni, ktefi se uzdravili a zaroven byly k dispozici vzorky
odebrané s velkym ¢asovym odstupem od prvnich projevii onemocnéni, doslo po 336,
resp. po 648 hodinach od prvnich projevii onemocnéni ke sniZzeni koncentrace az k
referenénim hodnotam (ref. hodnoty: 0,67—15,15 pkat/L.).

Hypoglycin A byl v piipadé vicenasobnych odbérii detekovan u vétsiny vzorkd
krevnich skvrn i n€kolik dnti po propuknuti onemocnéni. Naopak u metabolitt MCPA-
karnitinu, MCPA-glycinu a MCPF-karnitinu doslo u vétsiny uzdravenych koni postupné
ke sniZeni koncentraci pod mez detekce. Konjugaty s karnitinem byly detekovatelné po
delsi dobu nez MCPA-glycin. V krevnich skvrnach koné D111, od né&jz bylo k dispozici
12 odbért, byly v prvnich 48 hodinach detekovany vsechny metabolity. Diky vzorkam
s velkym ¢asovym odstupem od prvnich ptiznaki onemocnéni mizeme u tohoto koné
pozorovat snizeni koncentraci jednotlivych metaboliti pod limitni hodnoty. Pouze HGA
byl v pripad¢ tohoto kon¢ nalezen i 336 hodin po zpozorovani prvnich ptiznaki. U koné
s oznacenim D118 doslo v ramci 48 h k postupnému poklesu koncentraci HGA, MCPA-
karnitinu a C6 v porovnani s prvnim odbérem. Na rozdil od koncentraci CK, MCPF-

karnitinu, C8 a C8:1, které byly v tomto bodé (48 h) nejvyssi.
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6 Zavér

V teoretické casti této diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma
atypicka myopatie. Soucasti prace bylo shrnuti dosavadnich poznatki o onemocnéni
vcetné priznakl, histopatologickych a laboratornich naleziti a moznostech 1é¢by. Dale
byl popsan inhibi¢ni vliv metabolitht HGA a MCPG na jednotlivé kroky B-oxidace, ke
kterym dochazi pii atypické myopatii.

V praktické ¢asti byla vytvofena interni databaze vzorka koni. Néasledné byly
analyzovany vzorky krevnich skvrn koni s podezienim na AM, koni bez klinickych
ptiznaktit AM pasoucich se na stejnych pastvinach, kontrolnich koni a koni s diagnézou
zatézové myopatie. Pomoci metody FIA-MS a nasledné statistické analyzy byly
zkoumany zmény v metabolickém profilu acylkarnitin a aminokyselin. U koni
s diagnozou AM byly nalezeny zvySené koncentrace acylkarnitind S kratkym a stfednim
fetézcem vucéi vzorkim kontrolnim. Nejvice diskriminujici byly C6, C8 a C8:1.
Nasledné pomoci HPLC-MS/MS byly ve vzorcich krevnich skvrn hledany HGA,
MCPG a jejich metabolity MCPA-karnitin, MCPA-glycin, MCPF-karnitin a MCPF-
glycin. U nékterych koni s podezienim na atypickou myopatii byly k dispozici
vicenasobné odbéry vzorkl krevnich skvrn dokladajici priitbéh onemocnéni, diky cemuz

byly pozorovany zmény v koncentracich jednotlivych metabolita v ¢ase.

73



7 Literatura

Allenbach L., Poirier Y. (2000): Analysis of the Alternative Pathways for the p-oxidation of
Unsaturated Fatty Acids using Transgenic Plants Synthesizing Polyhydroxyalkanoates in
Peroxisomes. Plant Physiology 124(3), 1159-1168.

Amendt, B. A., & Rhead, W. J. (1986): The multiple acyl-coenzyme A dehydrogenation
disorders, glutaric aciduria type Il and ethylmalonic-adipic aciduria. Mitochondrial fatty acid
oxidation, acyl-coenzyme A dehydrogenase, and electron transfer flavoprotein activities in
fibroblasts. The Journal of clinical investigation 78(1), 205-213.

Bahnson B. J., Anderson V. E., Petsko G. A. (2002): Structural mechanism of enoyl-CoA
hydratase: three atoms from a single water are added in either an E1cb stepwise or concerted
fashion. Biochemistry 41(8), 2621-2629.

Baise E., Habyarimana J. A., Amory H., Boemer F., Douny C., Gustin P., Marcillaud-Pittel C.,
Patarin F., Weber M., Votion D. M. (2015): Samaras and seedlings of Acer pseudoplatanus
are potential sources of hypoglycin A intoxication in atypical myopathy without necessarily
inducing clinical signs. Equine Veterinary Journal 48, 414-417.

Barceloux, D. G. (2009): Akee fruit and Jamaican vomiting sickness (Blighia sapida
Koenig). Disease-a-month: DM 55(6), 318.

Boemer, F., Detilleux, J., Cello, C., Amory, H., Marcillaud-Pitel, C., Richard, E., ... & Votion,
D. M. (2017): Acylcarnitines profile best predicts survival in horses with atypical
myopathy. PloS one 12(8).

Bochnia M., Ziegler J., Sander J., Uhlig A., Schaefer S., Vollstedt S., Zeyner A. (2015):
Hypoglycin A content in blood and urine discriminates horses with atypical myopathy from
clinically normal horses grazing on the same pasture. Plos One 10, 9-11.

Bochnia M., Sander J., Ziegler J., Terhardt M., Sander S., Janzen N., Cavalleri J. V., Zuraw A.,
Wensch-Dorendorf M., Zeyner A. (2019): Detection of MCPG metabolites in horses with
atypical myopathy. PloS one 14(2).

Bowen J. N., Craig J. F. (1942): Myoglobinuria in horses. The Veterinary Records 35, 354.

Brandt K., Hinrichs U., Glitz F., Landes E., Schulze C., Deegen E., Pohlenz J., Coenen M.
(1997): Atypische myoglobinurie der weidepferde. Pferdeheilkunde 13, 27-34.

Cassart D., Baise E., Cherel Y. (2007): Morphological alterations in oxidative muscles and
mitochondrial structure associated with equine atypical myopathy. Equine veterinary journal
39, 26-32.

Cibulka R. (2005): Metabolické u¢inky karnitinu a jeho vyznam v medicin€. Klinicka biochemie
a metabolismus 13(34), 24-28.

Criddle L. M. (2003): Rhabdomyolysis. Pathophysiology, recognition, and management.
Critical Care Nurse 23(6), 14-30.

Dayer-Berenson, L. (1994): Rhabdomyolysis: a comprehensive guide. ANNA journal 21(1), 15-
8.

de Hoffmann E., Stroobant V. (2007): Mass spectrometry, principles and application. 3rd ed.
John Wiley & Sons Ltd, England, 489 stran.

Ferdinandusse, S., Friederich, M.W., Burlina, A., Ruiter, J.P.N., Coughlin, C.R., Dishop, M.K.,
Gallagher, R.C., Bedoyan, J.K., Vaz, F.M., Waterham, H.R., et al. (2015): Clinical and
biochemical characterization of four patients with mutations in ECHS1. Orphanet J. Rare
Dis., 10, 79.

Finno C. J., Valberg S. J., Wunschmann A., Murphy J. M. (2006): Seasonal pasture myopathy
in horses in the midwestern United States: 14 cases (1998-2005). Journal of American
Veterinary Medical Association 229, 1134-1141.

Fong, J.C., Schulz, H. (1977): Purification and properties of pig heart crotonase and the presence
of short chain and long chain enoyl coenzyme A hydratases in pig and guinea pig tissues. J.
Biol. Chem., 252, 542-547.

Friedecky D., Lemr K. (2012): Uvod do hmotnostni spektrometrie. Klin. Biochem.Metab 20
(41), 154-159.

74



Gardlo A., Friedecky D., Najdekr L., Karlikova R., Adam T., (2019): Metabol: The statistical
analysis of metabolomic data.

Gerhard M., Schomburg D. (2012): Biochemical pathways: an atlas of biochemistry and
molecular biology. 2nd ed., John Wiley a Sons, New Jersey.

Gonzalez-Medina S., Ireland J. L., Piercy R. J., Newton J. R., Votion D. M. (2017): Equine
atypical myopathy in the UK: epidemiological characteristics of cases reported from 2011 to
2015 and factor sassociated with survival. Equine Veterinary Journal 49, 746-752.

Gronert, G. A. (2001): Cardiac arrest after succinylcholinemortality greater with
rhabdomyolysis than receptor upregulation. Anesthesiology: The Journal of the American
Society of Anesthesiologists 94(3), 523-529.

Grunes D. E., Scordi-Bello I., Suh M., Florman S., Yao J., Fiel M. I, Thung S. N. (2012):
Fulminant hepatic failure attributed to ackee fruit ingestion in a patient with sickle cell trait.
Case report in transplantation, 2012.

Haskins, N. (1998): Rhabdomyolysis and acute renal failure in intensive care. Nursing in critical
care 3(6), 283-288.

Hine D.G., Tanaka K. (1984): Capillary gas chromatographic/mass spectrometric analysis of
abnormal metabolites in hypoglycin-treated rat urine. Biomedical Mass Spectromatry 11,
332-339.

Ho C. S., Lam C. W. K., Chan M. H. M., Cheung R. C. L., Law L. K,, LitL. C. W.,, Ng K. F.,
Suen M. W. M., Tai H. L. (2003): Electrospray ionization mass spectrometry: principles and
clinical applications. Clin Biochem Rev 24, 3-12.

Houten S. M., & Wanders R. J. (2010): A general introduction to the biochemistry of
mitochondrial fatty acid B-oxidation. Journal of inherited metabolic disease 33(5), 469-477.

Huerta-Alardin  A. L., Varon J, Marik P. E. (2005): Bench-to-bedside review:
Rhabdomyolysis—an overview for clinicians. Critical Care 9, 158-169.

Hunt L. M., Valberg S. J., Steffenhagen K., McCue M. E. (2008): An epidemiologic study of
myopathies in warm blood horses. Equine Veterinary Journal 40, 171-177.

Chegary M., Brinke H., Ruiter J.P., et al. (2009): Mitochondrial long chain fatty acid beta-
oxidation in man and mouse. Biochim Biophys Acta 1791, 806-815.

Cheney P. (1994): Early management and physiologic changes in crush syndrome. Critical care

nursing quarterly 17(2), 62-73.

Isenberg, S. L., Carter, M. D., Hayes, S. R., Graham, L. A., Johnson, D., Mathews, T.P., ... &
Johnson, R. C. (2016): Quantification of toxins in soapberry (Sapindaceae) arils: hypoglycin
A and methylenecyclopropylglycine. Journal of agricultural and food chemistry 64(27),
5607-5613.

Karlikova, R., Siroka, J., Jahn, P., Friedecky, D., Gardlo, A., Janeckova, H., Hrdinova F.,
Drabkova Z., Adam, T. (2016): Equine atypical myopathy: A metabolic study. The
Veterinary Journal 216, 125-132.

Karlikova R., Siroka J., Mech M., Friedecky D., Janeckova H., Madrova L., Hrdinova F.,
Drabkova Z., Dobesova O., Adam T., Jahn P. (2017): Newborn foal with atypical myopathy.
Journal of Veterinary Internal Medicine 32(5), 1768-1772.

Katibi O. S., Olaosebikan R., Abdulkadir M. B., Ogunkunle T. O., Ibraheem R. M., Murtala R.
(2015): Ackee Fruit Poisoning in Eight Siblings: Implications for Public Health
Awareness. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 93(5),1122-1123.

Keen J. (2011): Diagnosis and management of equine rhabdomyolysis. In Practice 33(2), 68—
77.

Khan F. Y. (2009): Rhabdomyolysis: A review of the literature. The Netherlands Journal of
Medicine 67, 272-283.

Kirwan J. (2013): Metabolomics for the practising vet. In Practice 35, 438-445.

Kodicek M., Valentova O., Hynek R. (2018): Biochemie chemicky pohled na biologicky svet.
2re ed., Vysoka $kola chemicko-technologicka, Praha, 408 stran.

Lai M.T.,, Li D, Oh E. Liu HW. (1993): Inactivation of medium.chain acyl-CoA
dehydrogenase by a metabolite of hypoglycin: Characterization of the major turnover

75



product and evidence suggesting an alternatice flavin modification pathway. Journal of the
American Chemical Society 115, 1619-1628.

Le W, Abbas AS, Sprecher H, Vockley J, Schulz H. (2000): Long-chain acyl-CoA
dehydrogenase is a key enzyme in the mitochondrial beta-oxidation of unsaturated fatty
acids. Biochim Biophys Acta, 1485,121-128.

McKenzie R. K., Hill F. I., Habyarimana J. A., Boemer F., Votion D. M. (2016): Detection of
hypoglycin A in the seeds of sycamore (Acer pseudoplatanus) and box elder (A. negundo)
in New Zealand: the toxin associated with cases of equine atypical myopathy. New Zealand
Veterinary Journal 64, 182-187.

MacLeay J. M., Sorum S. A., Valberg S. J., Marsh W. E., Sorum M. D. (1999): Epidemiologic
analysis of factors influencing exertional rhabdomyolysis in Thoroughbreds. American
Journal of Veterinary Research 60, 1562-1566.

Matous B. et al. (2010): Lipidy. In: Zaklady lékarské chemie a biochemie. Prvni vydani.
(Houdek L.), Galén, Praha, 59.

Matous B. et al. (2010): Metabolismus lipidd. In: Zdklady lékarske chemie a biochemie. Prvni
vydani. (Houdek L.), Galén, Praha, 151-175.

Melde K., Jackson S., Bartlett K., Sherratt H.S.A., Ghisla S. (1991): Metabolic consequences of
methylencyclopropylglycine poisoning in rats. Biochemical Journal 274, 395-400.

Murray R.K, Granner D.K, Mayes P.A, et al. (2000): In: Harper’s biochemistry. 25th ed. New
York: McGraw-Hill; 2000.

Nanita S. C., Kaldon L. G. (2016): Emerging flow injection mass spektrometry methods for
high-throughput quantitative analysis. Anal Bioanal Chem 408, 23-33.

Palencia P., Rivero J. L. L. (2007): Atypical myopathy in two grazing horses in northern Spain.
Veterinary records 161, 346-348.

Putri S. P, Matsuda F., Bamba T. (2015): Mass spectrometry-based
metabolomics. Boca Raton: CRC Press, Taylor & Francis Group, 2015.

Puyalto-Moussu C., Saison A., Leconte D. (2004): Myoglobinurie atyique: epidemiologie de
cas Frans caise de myopathie aigue. Pratique vétérinaire equine 36, 29-35.

Ramsay R. R., Gandour R. D., van der Leij F. R. (2001): Molecular enzymology of carnitine
transfer and transport. Biochimica et Biophysica Acta 1546, 21-43.

Ruzicka J., Hansen E. H. (1988): Flow Injection Analysis. 2nd ed. John Wiley & Sons,
Chichester, UK, 524 stran.

Sander, J., Cavalleri, J. M., Terhardt, M., Bochnia, M., Zeyner, A., Zuraw, A., ... & Janzen, N.
(2016): Rapid diagnosis of hypoglycin A intoxication in atypical myopathy of
horses. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation 28(2), 98-104.

Sander J, Terhardt M, Sander S, Janzen N (2017): Quantification of Methylencyclopropyl
Compounds and Acyl Conjugates by UPLC-MS/MS in the study of the biochemical effects
of the Ingestion of canned. Ackee (Blighia sapida) and Lychee (Litchi chinensis). Journal of
Agri. Food Chem 65, 2603-2608.

Sanford, A. A,, Isenberg, S. L., Carter, M. D., Mojica, M. A., Mathews, T. P., Laughlin, S., ...
& Johnson, R. C. (2018): Quantification of hypoglycin A and methylenecyclopropylglycine
in human plasma by HPLC-MS/MS. Journal of Chromatography B 1095, 112-118.

Shrivastava, A., Srikantiah, P., Kumar, A., Bhushan, G., Goel, K., Kumar, S., ... & Tulsian, Y.
(2015): Outbreaks of unexplained neurologic illness—Muzaffarpur, India, 2013-
2014. MMWR. Morbidity and mortality weekly report 64(3), 49.

Shrivastava, A., Kumar, A., Thomas, J. D., Laserson, K. F., Bhushan, G., Carter, M. D., ... &
Dwivedi, M. (2017): Association of acute toxic encephalopathy with litchi consumption in
an outbreak in Muzaffarpur, India, 2014: a case-control study. The Lancet Global
Health 5(4), 458-466.

Schug K. A., Serrano C., Fryc¢ak P. (2010): Controlled band dispersion for quantitative binding
determination and analysis with electrospray ionization-mass spektrometry. Mass Spectrom
Rev 29, 806-829.

Snyder L.R., Kirkland J.J., Glajch J.L. (2012): Practical HPLC method development. 2nd
ed. John Wiley & Sons, Chichester, UK, 800 stran.

76



Sponseller, B. T., Valberg, S. J., Schultz, N. E., Bedford, H., Wong, D. M., Kersh, K. and
Shelton, G. D. (2012): Equine multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MADD)
associated with seasonal pasture myopathy in the midwestern United States. Journal of
Veterinary Internal Medicine 26, 1012-1018.

Swigonova Z., Mohsen Al-W., Vockley J. (2009): Acyl-CoA Dehydrogenases: Dynamic
History of Protein Family Evolution. Journal of molecular evolution 69(2), 176-193.

Tanaka, K., Miller, E. M., Isselbacher, K. J. (1971): Hypoglycin A: A specific inhibitor of
isovaleryl CoA dehydrogenase. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 68, 20—24.

Tanaka K., Kean E. A., Johnson B. (1976): Jamaican Vomiting Sickness: Biochemical
Investigationof two cases.The New England Journal of Medicine 295, 461-467

Unger-Torroledo L., Straub R.,Lehmann A.D., Graber F., Stahl C., Frey J., Gerber
V., Hoppeler H. and Baum O. (2010): Lethal toxin of Clostridium sordellii is associated
with fatal equine atypical myopathy. Vet. Microbiol 144, 487-492.

Unger L., Nicholson A., Jewitt E. M. Gerber V., Hegeman A., Sweetman L., Valberg S. (2014):
Hypoglycin A concentration in seeds of acer pseudoplatanus trees growing on atypical
myopathy-Affected and control pastures. Journal of veterinary internal medicine 28, 1289-
1293.

Valberg S. J., Sponseller B. T., Hegeman A. D., Earing J., Bender J. B., Martinson K. L.,
Patterson S. E., Sweetman L. (2013): Seasonal pasture myopathy/atypical myopathy in North
America associated with ingestion of hypoglycin A within seeds of the box elder tree. Equine
Veterinary Journal 45, 419-426.

van der Kolk, J. H., Wijnberg, I. D., Westermann, C. M., Dorland, L., de Sainvan der Velden,
M. G., Kranenburg, L. C., Duran, M., Dijkstra, J. A., van der Lugt, J. J., Wanders, R. J. and
Gruys, E. (2010): Equine acquired multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MADD)
in 14 horses associated with ingestion of Maple leaves (Acer pseudoplatanus) covered with
European tar spot (Rhytisma acerinum). Molecular Genetics and Metabolism 101, 289-291.

van der Leij F. R., Huijkman N. C., Boomsma C., Kuipers J. R., Bartelds B. (2000): Genomics
of the human carnitine acyltransferase genes. Molecular Genetics and Metabolism 71,139—
153.

van Galen G., Amory H., Busschers E., Cassart D., De Bruijn M.,Gerber V., Keen J., Lefere L.,
Pitel C. M., Marr C., Muller J. M., Pineau X., Saegerman C., Sandersen C., Serteyn D., Torfs
S., Unger L.,Verwilghen D., Votion D. M. (2010): European outbreak of atypical myopathy
in the autumn 2009. Journal of Veterinary Emergency and Critical Care 20, 528-532.

van Galen G., Marcillaud Pitel C., Saegerman C., Patarin F., Amory H., Baily J. D., Cassart D.,
Gerber V., Hahn C., Harris P., Keen J. A., Kirschvink N., Lefere L., McGorum B., Muller J.
M., Picavet M. T., Piercy R. J., Roscher K., Serteyn D., Unger L., van der Kolk J. H., van
Loon G., Verwilghen D., Westermann C.M., Votion D.M. (2012): European outbreaks of
atypical myopathy in grazing equids (2006—2009): spatiotemporal distribution, history and
clinical features. Equine veterinary journal 44(5), 614-620.

Von H., Chang J., Boehm H. (1964): Metabolism and metabolic effects of hypoglycin. Biochim.
Biophys. Acta 90, 611-613.

Votion D. M., Hahn C. N., Milne E. M. (2007a): Concurrent conditions in single cases: the need
to differentiate equine dysautonomia (grass sinkness) and atypical myopathy. Equine
Veterinary Journal 39, 390-392.

Votion D. M., Linden A., Saegerman C., Engels P., Erpicum M., Thiry E., Delguste C., Rouxhet
S., Demoulin V., Navet R., Sluse F., Serteyn D., van Galen G., Amory H. (2007b): History
and clinical features of atypical myoathy in horses in Belgium (2000-2005). Journal of
Veterinary Internal Medicine 21, 1380-1391.

Votion D. M., Serteyn D. (2008): Equine atypical myopathy: A review. The veterinary journal
178, 185-190.

Votion D. M., van Galen G., Sweetman L., Boemer F., De Tullio P., Dopagne C., Lefere L.
(2014): Identification of methylencyclopropyl acetic acid in serum of European horses with
atypical myopathy. Equine Veterinaty Journal 46, 146-149.

77



Wanders R.J., Vreken P., Boer M.E., Wijburg F.A., Gennip A.H., lIst L. (1999): Disorders of
mitochondrial fatty acyl-CoA beta-oxidation. Journal of Inherited Metabolic Disease
22,442-487.

Warren J. D., Blumbergs P.C., Thompson P.D. (2002): Rhabdomyolysis: a review. Muscle
Nerve 25, 332-347.

Watmough N. J., Frerman F. E. (2010): The electron transfer flavoprotein: Ubiquinone
oxidoreductases. Biochimica et Biophysica Acta 1797, 1910-1916.

Wenz A., Thorpe C., Ghisla S. (1981): Inactivation of general acyl-CoA dehydrogenase from
pig kidney by a metabolite of hypoglycin A. Journal of Biological Chemistry 256, 9809-
9812.

Westermann C. M., de Sain-van der Velden M. G. M., van der Kolk J.H., Berger R., Wijnberg
I.D., Koeman J.P., Wanders R.J.A., Lenstra J.A., Testerink N., Vaandrager A.B. (2007):
Equine biochemical multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MADD) as a cause of
rhabdomyolysis. Molecular Genetics and Metabolism 91, 362-369.

Westermann C. M., Dorland L., Votion D. M., de Sain-van der Velde M. G., Wijnberg I. D.,
Wanders R. J., Spliet W. G., Testerink N., Berger R., Ruiter J. P., van der Kolk J. H. (2008):
Acquired multiple Acyl-CoA dehydrogenase deficiency in 10 horses with atypical
myopathy. Neoromuscular Disorder 18, 355-364.

Westermann C. M., van Leeuwen R., van Raamsdonk L.W., Mol H. G. (2016): Hypoglycin A
concentrations in maple tree species in the Netherlands and the occurrence of atypical
myopathy in horses. Journal of Veterinary Internal Medicine 30, 880-884.

Witkowska-Pitaszewicz O., Kaszak ., Zmigrodzka M., Winnicka A., Sacharczuk M.,
Szczepaniak J., Cywinska A. (2019): Equine atypical myopathy — a review. Animal Science
Papers and Reports 37, 23-242.

Wojtowicz P., Zrostlikova J., Stastna V., Dostalova E., Zidkova L., Bruheim P., Adam T.
(2012): Comprehensive two-dimensional gas chromatography coupled to time-of-flight mass
spectrometry in human metabolomics. In: Gas Chromatography — Biochemicals, Narcotics
and Essential Qils, (Salih B., ¢elikbigak O. eds.), InTech, Rijeka, Croatia, 29-50.

Wu L, Lin S, Li D (2008): Comparative inhibition studies of enoyl-CoA hydratase 1 and enoyl-
CoA hydratase 2 in long-chain fatty acid oxidation. Org Lett 10, 3355-3358.

Yamada, K., Aiba, K., Kitaura, Y., Kondo, Y., Nomura, N., Nakamura, Y., Fukushi, D.,
Murayama, K., Shimomura, Y., Pitt, J., et al. (2015): Clinical, biochemical and metabolic
characterisation of a mild form of human short-chain enoyl-CoA hydratase deficiency:
Significance of increased N-acetyl-S-(2-carboxypropyl)cysteine  excretion. J. Med.
Genet., 52, 691-698.

Zuraw A., Dietert K., Kiihnel S., Sander J., Klopfleisch R. (2016): Equine atypical myopathy
caused by hypoglycin A intoxication associated with ingestion of sycamore male tree seeds.
Equine veterinary journal 48 (4), 418-421.

Internetové zdroje

Mendelova univerzita v Brné: https://is.mendelu.cz/eknihovna/opory/zobraz_cast.pl?cast=529
70 (4. 2. 2020).

Piirodovédeckd fakulta Univerzita Karlova: http://web.natur.cuni.cz/~tesarove/hplc.pdf
(6.2.2020).

Wikipedia: https://en.wikipedia.org/wiki/Acyl-CoA_dehydrogenase.

Wikipedia: https://en.wikipedia.org/wiki/File:Triple_quadrupole_schematic.jpeg (19. 4. 2018).

78



8
ACAD
ACOX
AM
AMK
ATP
CK
CACT
CoA
CPTI
CPT I
ECH1
ECH2
ETF
FAD
FADH:
FIA
GC
GCD
HGA
HPLC
IBD
IT-ICR
VD
LC
LCAD
LCEH
MADD
MCAD
MCP
MCPA
MCPF
MCPG

Seznam pouzitych symboli a zkratek

acyl-CoA dehydrogenasa

acyl-CoA oxidasa

atypicka myopatie

aminokyselina

adenosintrifosfat

kreatinkinasa
karnitinacylkarnitintransferasa

koenzym A

karnitinpalmotoyltransferasa |
karnitinpalmitoyltransferasa 1l

enoyl-CoA hydratasa pro kratky fetézec
peroxisomalni enoyl-CoA hydratasa
elektronovy transportni flavoproteinovy systém
flavinadenindinukleotid (ox)
flavinadenindinukleotid (red)

pratokova injek¢ni analyza

plynové chromatografie

glutaryl-CoA dehydrogenasa

hypoglycin A

vysokou¢inna kapalinova chromatografie
isobutyryl-CoA dehydrogenasa

iontova past s cyklotronovou rezonanci
isovaleryl-CoA dehydrogenasa

kapalinova chromatografie

acyl-CoA dehydrogenasa pro dlouhy fetézec
enoyl-CoA hydratasa pro dlouhy fetézec
deficit acyl-CoA dehydrogenasy se stfedné dlouhym fetézcem
acyl-CoA dehydrogenasa pro stiedné dlouhy fetézec
methylencyklopropyl
methylencyklopropylacetyl
methylencyklopropylformyl
methylencyklopropylglycin
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MK
MRM
MS
MCDV
NAD*
NADH
OPLS-DA
PCA
PCs
PCV
PLS-DA
QC
QaQ
QqTOF
SBCAD
SCAD
VLCAD

mastné kyseliny

sledovani produktu rozpadu molekularniho iontu
hmotnostni spektrometrie

vicerozmérna statisticka analyza
nikotinamidadenindinukleotid (ox)
nikotinamidadenindinukleotid (red)

ortogonalni diskrimina¢ni analyza ¢asteCnych nejmensich ¢tverct
analyza hlavnich komponent

hlavni komponenty

hematokrit

diskrimina¢ni analyza nejmensich ¢tvercl

kontrola kvality

trojity kvadrupdl

kvadrupdl s priletovym analyzatorem

acyl-CoA dehydrogenasa s kratkym/rozvétvenym fetézcem
acyl-CoA dehydrogenasa pro kratky fetézec

acyl-CoA dehydrogenasa pro velmi dlouhy fetézec
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