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Cile prace

Vypracovani reserse na téma: Diagnostika vybranych dédi¢nych metabolickych poruch

a vyvoj a validace LC-MS/MS metody.

Vyvoj a validace LC-MS/MS metody pro diagnostiku vybranych dédi¢nych
metabolickych poruch.

Vyhodnoceni a interpretace vysledki validace LC-MS/MS metody.



1 UVOD

Dé&di¢né metabolické poruchy jsou onemocnéni zpusobena mutacemi v DNA, které
mohou postihnout intermediarni metabolismus ¢lovéka, a to véetné metabolismu
sacharidl. Poruchy metabolismu sacharidii jsou klinicky velmi riznorodé, jelikoz mohou
probihat asymptomaticky, zatimco jiné mohou vyznamné narusit zdravi a vyvoj ¢loveka.
Kvili své nizké incidenci viak tato onemocnéni nejsou v Ceské republice predmétem
novorozeneckého screeningu, a proto je diferencialni diagnostika zahrnujici analyzu

specifickych metabolitd, které se v té€lnich tekutinach pacientii akumuluji, stézejni.

Aktualné¢ je analyza sacharidi a polyold doménou tenkovrstevné
chromatografie (TLC) (He & Gibson, 2017) a plynové chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) (Lee & Chung, 2006; Engelke et al., 2010;
Kubinec et al., 2018). Technika GC-MS pf#inasi fadu nevyhod, jelikoz pro analyzu je
potfeba vétsiho objemu vzorku, ktery je nutné pied analyzou podrobit derivatizaci,
coz prodluzuje cas pfipravy vzorku. Vytéznost analyti navic mize byt ovlivnéna

extrakéni a derivatiza¢ni a¢innosti.

V Laboratofi dédi¢nych metabolickych poruch (LDMP), Oddéleni klinické
biochemie (OKB), Fakultni nemocnice (FN) Olomouc se rutinné uzivana GC-MS metoda
uplatituje nejen pro stanoveni sacharidii a polyoli v moci, nybrz i pro rozliSeni
Sestiuhlikatych polyold, galaktitolu, mannitolu a sorbitolu, které v ptipadé rutinné
pouzivané LC-MS/MS metody koeluji. Rozliseni téchto isomert ma zasadni vyznam
pro diagnostiku galaktosémie, kterd bez 1écby miiZze piejit v Zivot ohroZujici stav.
Jeji aplikace je vSak Casov€ narocna, a proto s ohledem na zjednoduseni a zrychleni
diagnostiky poruch metabolismu sacharidii bylo cilem této prace vyvinout a validovat
LC-MS/MS metodu, kterd umozni simultanni analyzu Sirokého spektra sacharidii

a polyolil v moci za kratsi Cas.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Dédi¢né metabolické poruchy

D¢&di¢né metabolické poruchy (DMP) jsou skupinou onemocnéni, které vznikaji mutaci
v genech, jeZ jsou zapojeny do intermediarniho metabolismu (Guerrero et al., 2019).
Nasledkem toho je narusen proces genové exprese, cozZ muze postihnout vznik enzymd,
krevnich bilkovin neenzymové povahy, strukturnich proteinii bunéénych membran,
receptorti, proteini tvoricich soucast iontovych kanalli nebo regulacnich proteina
(Racek et al., 2016). Defektni proteiny nasledné ¢asteéné nebo uplné ztraci svou funkei,
coz se odrazi na zdravotnim stavu pacienta. Riznorodost klinickych projevi je ovlivnéna
pric¢inou vzniku potizi. V télnich tekutinach se v duisledku nedostatku enzymu akumuluji
nemetabolizované, ptipadné toxické substraty a jejich produkty. Hromadici se substrat
muaze také aktivovat alternativni metabolickou drahu, coz ma za nasledek vznik
atypickych produktt, které se za fyziologickych podminek v télnich tekutinach
nevyskytuji. V jinych piipadech dochéazi k nedostatku reakéniho produktu ¢i bunécéné

energie potiebné pro zprosttedkovani enzymatické reakce (Zschocke, 2017).

DMP je skupina vice nez 1850 vzacnych onemocnéni (http://iembase.org),
jejichz celkova prevalence je vétsi nez 1:800 (Wilcox, 2018). Vétsina DMP je dédi¢na
autosomalné recesivné nebo X-vazané, vzacné také mohou vznikat disledkem nahodné
mutace (Zschocke, 2017). Klinické piiznaky DMP se nejastéji projevuji
V novorozeneckém veéku. Typicky se jedna o odmitani kojeni, zvraceni, kieCe a apatii,
tedy nespecifické ptiznaky komplikujici v€asnou diagnostiku. Neni vSak ojedinéla

manifestace DMP aZ v pozdé&jsim véku (Fernandes et al., 2008; Honzik, 2011).

Pro zavaznost DMP je celosvétové provadén novorozenecky screening, tedy
detekce nejéastéjsich DMP u vSech novorozenci. Spektrum testovanych chorob zavisi
najejich Cetnosti v pfislusné geografické oblasti (Racek et al., 2016). Vcasna
presymptomatickd detekce a 1é¢ba miize zabranit vaznym klinickym projevim

onemocnéni ¢i dokonce smrti (Fingerhut et al., 2022).

Diagnostika DMP neni jednoduchd z divodu velkého poctu onemocnéni
v kombinaci s nespecifickymi projevy. Pii podezieni na DMP se pfistupuje k laboratorni
diagnostice (Fernandes et al., 2008; Honzik, 2011; Stenton et al., 2020). Ta probiha mimo

jiné na urovni metabolitd v té€lnich tekutindch, pfedevS§im v krvi a moci. Sledované
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metabolity se vyznaCuji rozdilnymi fyzikélné-chemickymi vlastnostmi (polarita,
rozpustnost, stabilita, reaktivita) a riznou chemickou strukturou. Kromé toho jsou
metabolity pfitomny V télnich tekutindich v Sirokém koncentraCnim rozmezi
(He & Gibson, 2017; Ferreira & Blau, 2022). Z téchto divodu se v dnesni dobé v ramci
diferencialni diagnostiky upfednostiiuji analytické techniky s vysokou citlivosti
a rozliSenim umoznujici multikomponentni analyzu Sirokého spektra analyti, které nabizi
kapalinova chromatografie (zangl. liquid chromatography, LC) ¢&i plynova
chromatografie (z angl. gas chromatography, GC) ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS) (Roberts et al., 2012; He & Gibson, 2017; Ferreira & Blau, 2022).
Pozitivni nalez na urovni metabolitd musi byt doplnén o stanoveni enzymové aktivity
nebo genetickou analyzu, jez slouzi k prokazani konkrétniho defektniho genu

(Wilcken, 2008; Racek et al., 2016)
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2.2 Vybrané poruchy metabolismu sacharidu

V ramci vyvoje metody byly stanoveny diagnosticky specifické metabolity pro 23 DMP
postihujici metabolismus sacharidi. Poruchy byly dle metabolismu rozdéleny
do jednotlivych Kkapitol, znichz byla vétSina doplnéna o sumarizujici tabulku
a metabolickou mapu. Jedna se o poruchy pentosafosfatové drahy (Tab. 1, Obr. 2),
metabolismu galaktosy (Tab. 2, Obr. 3), transportu glukosy (Tab. 3, Obr. 4), metabolismu
fruktosy (Tab. 4, Obr. 5) a metabolismu glykogenu (Tab. 5). Jednotlivd onemocnéni jsou
uvedena zkratkou a cislem dle OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)
a metabolické mapy byly vytvoieny pomoci online softwaru KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes, https://www.genome.jp/kegg/). Enzymy jsou v mapach
zaznamenany pomoci EC ¢isla (Enzyme Commission number) dle numerického
klasifika¢niho schématu. Enzymy, zodpovédné za konkrétni DMP, jsou v metabolickych
mapach oznaceny zluté. Zelené jsou vyznaCeny enzymy, které jsou V konkrétnim
metabolismu druhové specifické pro ¢lovéka. V piipad€, ze enzymovy defekt nebyl
v softwaru KEGG dohledan, jeho oznadeni v metabolické mapé chybi. Metabolismus
sacharidu tvofi v ramci celkového lidského metabolismu pouze malou ¢ast (Obr. 1). I tato
zdanlivé nepatrnd Cast je vsSak zivotné dulezita, jelikoz zahrnuje tvorbu, konverzi

a rozklad sacharida v lidském organismu.
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Obr. 1: Souhrnné schéma lidského metabolismu, v némz je Cervené zvyraznén metabolismus sacharidl (pfevzato z online softwaru
KEGG: https://www.genome.jp/kegg/).
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2.2.1 Poruchy pentosafosfatové drahy

Pentosafosfatova draha (PPD), ktera se odehrava v bunétném cytosolu, se podili
na buné¢ném metabolismu a poskytuje alternativni cestu pro oxidaci glukosy, ktera
z 80-90 % probiha prostiednictvim glykolyzy (Wamelink et al., 2008). PPD nevyzaduje
kyslik a nevytvaii ATP. Ma dvé hlavni funkce, a to produkci NADPH, ktery se pouziva
jako redukéni ¢inidlo v mnoha biosyntetickych cestdch (napf.: pii syntéze lipida
a cholesterolu), a produkci ribosa-5-fosfatu (Ribo-5-P), ktera je nezbytna pro syntézu
nukleotidli a nukleovych kyselin. PPD se sklada ze dvou fazi. Oxidac¢ni (nereverzibilni)
faze zahrnuje 3 po sobé¢ jdouci nevratné reakce, které vedou k produkci ribulosa-5-fosfatu
(Ribu-5-P), NADPH aCO,.  Neoxida¢ni  (reverzibilni)  faze  vytvaii
glyceraldehyd-3-fosfat (Gly-3-P) a fruktosu-6-fosfat (Fru-6-P). Tyto substraty mohou
vstupovat do glykolyzy v ptipadé, ze buiika potfebuje energii, ptipadné se mohou vratit

zpét na zacatek cyklu (Wamelink et al., 2008; Stincone et al., 2014).

Oxida¢ni faze PPD =zafina pieménou glukosa-6-fosfatu (Glc-6-P)
glukosa-6-fosfatdehydrogenasou  (EC 1.1.1.49).  Produktem  reakce  je
6-fosfoglukono-o4-lakton, ktery je hydrolyzovan 6-fosfoglukonolaktonasou (EC 3.1.1.31)
za vzniku 6-fosfoglukonatu (6-PG). Poslednim krokem oxida¢ni faze PPD je
dekarboxylace 6-PG 6-fosfoglukonatdehydrogenasou (EC 1.1.1.44), coz vede k syntéze
Ribu-5-P, 2 molekul NADPH amolekuly CO> (Stincone et al., 2014;
Werner et al., 2016).

Vétsi cast Ribu-5-P je vramci neoxidaéni faze pievedena na Ribo-5-P
pusobenim ribosa-5-fosfatisomerasy (EC 5.3.1.6). Zbyla ¢ast ribu-5-P je konvertovana
na xylulosa-5-fosfat (Xylu-5-P) prostifednictvim ribulosa-5-fosfatepimerasy (EC 5.1.3.1).
Ribo-5-P je nasledné inkorporovana do nukleotidii a nukleovych kyselin. V piipadé, ze
Ribo-5-P neni pro syntézu nukleotidii vyuzita, je spolu s Xylu-5-P pifeménovana
na Gly-3-P a sedoheptulosa-7-fosfat pomoci transketolasy (TKL, EC 2.2.1.1), které jsou
nasledné Kkatalyzou transaldolasy (EC 2.2.1.2) konvertovany na Fru-6-P
a erythrosu-4-fosfat (Ery-4-P). Dalsim krokem je konverze Ery-4-P a Xylu-5-P
na Gly-3-P a Fru-6-P za katalyzy TKL. Fru-6-P je nasledné pfeménéna na Glc-6-P
glukosa-6-fosfatisomerasou (EC 5.3.1.9) (Stincone et al., 2014).
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V PPD vznikaji ze 3 molekul Ribu-5-P dvé molekuly Fru-6-P a molekula
Gly-3-P, ktera nasledn¢ vstupuje do glykolyzy za vzniku dvou molekul pyruvatu, ATP
a NADH (Stincone et al., 2014).

V ramci poruch PPD je zde uvedeno 6 DMP, které jsou vcetné diagnostickych
markerti V mo¢i a defektnich enzymi shrnuty v Tab. 1. Na Obr. 2 jsou v metabolické

map¢ zluté vyznaceny 3 z téchto enzymu zodpovédnych za rozvoj poruch PPD.

Prvni znich je deficit ribosa-5-fosfatisomerasy (RPIAD, OMIM #608611),
jehoz nasledkem dochazi k hromadéni arabitolu, ribitolu, arabinosy, xylulosy a galaktosy
v moc¢i (Tab. 1) a mozku (Huck et al., 2004; Naik et al., 2017). V dusledku zasaZeni
centralni nervové soustavy a poskozeni bilé hmoty mozkové jsou klinické projevy

zavazné a poji se se ztratou neurologickych funkci (Berry, 1995).

Jednou z dalsich poruch PPD je deficit transketolasy (TKTD, OMIM #617044),
Vv jehoz disledku dochézi ke zvyseni erythritolu, arabitolu a ribitolu v moci (Tab. 1).
U pacienti se vyskytuji vrozené srdecni vady, jsou malého vzriistu a maji opozdény vyvoj

(Boyle et al., 2016).

Pii deficitu transaldolasy (TALDOD, OMIM #606003) dochazi k akumulaci
erythritolu, arabitolu, ribitolu, sorbitolu, perseitolu, mannoheptulosy a sedoheptulosy
vmoci (Tab.1) (Wamelink et al., 2007; Tylki-Szymanska et al., 2014,
Al-Shamsi et al., 2015). Klinické pfiznaky jsou spjaty s anémii a onemocnénim jater
a ledvin (Tylki-Szymanska et al., 2014).

Pro deficit sedoheptulokinasy (SHPKD, OMIM #617213) jsou charakteristické
zvySené hladiny erythritolu, arabitolu, ribitolu a sedoheptulosy v mo¢i (Tab. 1).
Symptomy onemocnéni jsou provazeny opozdénym vyvojem a mentalni retardaci

(Wamelink et al., 2015).

Charakteristickym rysem esencialni pentosurie (PNTSU, OMIM #260800),
asociované s deficitem L-xylulosareduktasy (EC 1.1.1.10) v draze kyseliny glukuronové,
je hromadéni xylulosy vmo¢i (Tab. 1) (Soyama & Furukawa, 1985;

Wamelink et al., 2008). Jelikoz se jedna o benigni onemocnéni, nevyzaduje 1écbu
(Wang & van Eys, 1970).

Extrémné vzacnou poruchou PPD je L-arabinosurie, ktera byla doposud

prokézana pouze u jednoho pacienta, a proto zatim neni zndma detailnéjsi charakteristika
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poruchy. V pacientové moci byly po konzumaci ovoce pozorovany zvysené hladiny

arabinosy a arabitolu (Tab. 1) (Onkenhout et al., 2002).
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Tab. 1: Vybrané dédi¢né metabolické poruchy pentosafosfatové drahy a jejich mocové biomarkery.

Onemocnéni

Zkratka

onemocnéni

Mutovany gen Enzym

EC

Diagnosticky marker

Deficit ribosa-5-fosfatisomerasy

Deficit transketolasy

Deficit transaldolasy

Deficit sedoheptulokinasy

RPIAD

TKTD

TALDOD

SHKPD

RPIA Ribosa-5-fosfatisomerasa

TKT Transketolasa

TALDO1 Transaldolasa

SPHK Sedoheptulokinasa

5.3.1.6

2211

2212

2.7.1.14

arabitol
ribitol
arabinosa
xylulosa
galaktosa

erythritol
arabitol
ribitol
erythritol
arabitol
ribitol
sorbitol
perseitol
manoheptulosa
sedoheptulosa

erythritol
arabitol
ribitol
sedoheptulosa
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Tab. 1: Vybrané dédi¢né metabolické poruchy pentosafosfatové drahy a jejich mocové biomarkery (pokracovani).

Onemocnéni Zkratk% , Mutovany gen Enzym EC Diagnosticky marker
onemocneni
Pentosurie PNTSU DCXR L-xylulosareduktasa 1.1.1.10 xylulosa
arabitol
L-arabinosurie - ? L-arabinodehydrogenasa 1.1.1.12 arabinosa
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Obr. 2: Metabolickd mapa pentosafosfatové drahy se zluté vyznaCenymi enzymy, jejichz defekty jsou
zodpovédné za rozvoj poruchy oznacené zkratkou dle OMIM. Zelené jsou vyznaCeny enzymy, které jsou
v metabolismu druhoveé specifické pro ¢loveka (pievzato z online softwaru KEGG: https://www.genome.jp/kegg/
a upraveno).

21


https://www.genome.jp/kegg/

2.2.2 Poruchy metabolismu galaktosy

Jednim znejvice zastoupenych sacharidii v lidské stravé je galaktosa, ktera spolu
s glukosou tvofti laktosu, jez je zakladnim sacharidem v mléce (Berry et al., 2008). Podili
se naglykosylaci a energetickém metabolismu buiniky. Hraje tak dalezitou roli

pfi fetalnim a neonatalnim vyvoji ¢loveéka (Coelho et al., 2015).

Laktosa je v travicim traktu hydrolyzovana na monosacharidy pomoci laktasy
(EC 3.2.1.23). Vznikajici galaktosa je absorbovana enterocyty, a to prostifednictvim
Na* dependentniho transportéru 1 (SGLT1). Z enterocyti se galaktosa uvoliiuje
do krevniho fteCist¢ prostiednictvim  glukosového transportéru 2 (GLUT2)
(Drozdowski & Thomson, 2006). Krevnim feci§tém je vétSina galaktosy transportovana
do jater ptes portalni zilu a pfes GLUT transportéry vstupuje do jednotlivych organt.
Mensi mnozstvi galaktosy je transportovano do mozku nebo do mléénych zlaz, kde se
vyuziva K syntéze aminokyselin a k tvorb¢é laktosy (Coelho et al., 2015). Ve tkanich je
galaktosa metabolizovana tfemi cestami. Prvni z nich, Leloirova draha, vyuziva galaktosu
ke glykolyze nebo glykosylaci. Druha cesta spociva v pfeméné galaktosy na galaktonat,
ktery je dale metabolizovan a vstupuje do PPD. Posledni moznosti odbourani galaktosy

je jeji redukce na galaktitol, ktery je vylu¢ovan moci (Conte et al., 2021).

Hlavni cesta metabolismu galaktosy, Leloirova draha, zahrnuje 3 enzymatické
reakce, béhem nichZz je galaktosa pfreménéna na glukosu. Po hydrolyze laktosy je
[-galaktosa konvertovana na a-galaktosu prostfednictvim galaktosamutarotasy (GALM,
EC5.1.3.3) (Timson & Reece, 2003). Jakmile je galaktosa v a konfiguraci, mize vstoupit
do Leloirovy drahy. V prvni enzymatické reakci dochazi k fosforylaci a-galaktosy
za vzniku galaktosa-1-fosfatu (Gal-1-P) piisobenim galaktokinasy (GALK1, EC 2.7.1.6).
Produkt reakce, Gal-1-P, je spolu s uridindifosfatglukosou (UDP-GIc) pfeménén
na glukosa-1-fosfat (Glc-1-P) a uridindifosfatgalaktosu (UDP-Gal) za katalyzy
galaktosa-1-fosfaturidylyltransferasy (GALT, EC 2.7.7.12). V poslednim kroku drahy
dochazi ke konverzi UDP-Gal na UDP-Glc, ktera znovu vstupuje do drahy
prostiednictvim UDP-galaktosa-4"-epimerasy (GALE, EC 5.1.3.2) (Coelho et al., 2017).

V dnesni dobé jsou znamy 4 poruchy metabolismu galaktosy (4 typy
galaktosémii), které jsou vcéetné markert a defektnich enzymid shrnuty v Tab. 2.

V metabolické map¢ (Obr. 3) jsou Zluté enzymy zodpoveédné za rozvoj] DMP.
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Klinickd manifestace galaktosémii se projevuje zejména Sedym zékalem
(kataraktou) a poskozenim jater a ledvin v disledku ukladani Gal-1-P. Ostatni ptiznaky
a prognoza pacientl se lisi dle typu galaktosémie. Spolenym znakem galaktosémii je
zvySena hladina galaktosy a galaktitolu v moc¢i (Tab. 2) a také v dalSich té€lnich tekutinach
(Holden et al., 2004; Timson, 2006; Rosenberg & Pascual, 2015). Lécba spociva
ve vyfazeni galaktosy z jidelni¢ku (Berry et al., 2008; Wada et al., 2019).

YV wew

Nejbéznéjsi poruchou je galaktosémie typu I (klasicka galaktosémie) (GALT-D,
OMIM #230400), ktera je asociovana s druhou enzymatickou reakci Leloirovy drahy.
Ptiznaky se objevuji po prvni konzumaci mléka a zahrnuji zvraceni, prijmy

a neprospivani (Rosenberg & Pascual, 2015; Coelho et al., 2017).

V ptipadé, ze dojde k enzymovému defektu v prvni reakci Leloirovy drahy,
rozviji se vzacngjsi galaktosémie typu II (GALK-D, OMIM #230200). Kromé béznych
klinickych pfiznaki se GALK-D projevuje narusenym psychomotorickym vyvojem
(Bosch et al., 2002).

Galaktosémie typu Il (GALE-D, OMIM #230350) je zptsobena deficitem
enzymu posledniho kroku Leloirovy drahy. Klinické ptiznaky jsou stejné jako u GALT-D
a zahrnuji ztratu hmotnosti, zvraceni a prijmy (Holton et al., 1981; Walter et al., 1999).

Nedavno objevenou DMP je galaktosémie typu IV (GALM-D,
OMIM #618881), pro kterou je charakteristicka akumulace galaktosy a Gal-1-P v krvi.
Markery galaktitol a galaktosa v moci jsou fyziologické. Dlouhodoba prognoza zatim
neni znama, nebot jsou dosud diagnostikovani pacienti teprve v détském véku

(Wada et al., 2019).
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Tab. 2: Vybrané dédi¢né metabolické poruchy metabolismu galaktosy a jejich mocové biomarkery.

Onemocnéni Zkratk% ] Mutovany gen Enzym EC Diagnosticky marker
onemocnenit
. . galaktitol
Galaktosémie typu | GALT-D GALT Galaktosa-1-fosfaturidylyltransferasa 2.7.7.12 galaktosa
Galaktosémie typu Il GALK-D GALK1 Galaktokinasa 2.7.16 galaktitol
galaktosa
Galaktosémie typu Il GALE-D GALE UDP-galaktosa-4'-epimerasa 5.1.3.2 galaktosa
Galaktosémie typu IV GALM-D GALM Galaktosamutarotasa 5.1.3.3 -
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Obr. 3: Metabolismus galaktosy se zluté vyznacenymi enzymy, jejichz defekty jsou zodpovédné za rozvoj poruchy
oznacené zkratkou dle OMIM. Zelené jsou vyznafeny enzymy, které jsou v metabolismu druhové specifické

pro ¢lovéka (pievzato z online softwaru KEGG, https://www.genome.jp/kegg/ a upraveno).
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2.2.3 Poruchy transportu glukosy

Glukosa je metabolicky substrat plnici funkci signalni molekuly, jenz zprostiedkovava
energii a uhlik pro bunky. Stejné jako ostatni sacharidy a polyoly je glukosa hydrofilni
latka, ktera nemuze projit skrze fosfolipidové membrany pasivni difuzi. Proto se pro jeji
transport dovnitf bunky vyvinuly specifické transportni mechanismy. Glukosa mize byt
transportovana dvéma typy prenasecu, jimiz jsou Na* dependentni pienasece glukosy
(SGLT) apomocné prenaseée glukosy (GLUT). V prvnim piipadé prenaseé
zprostfedkovava spojeni transportu sacharidu s elektrochemickym gradientem sodiku,
diky cemuz je glukosa ptfenasena proti vlastnimu koncentra¢nimu gradientu. Jedna se tedy
0 aktivni pfenasec, zatimco GLUT, pasivni pienaSe¢, pienasi glukosu pouze ve sméru

existujiciho gradientu (Santer & Klepper, 2008; McCall, 2019).

Poruchy transportu glukosy, které se vyznacuji zvySenou hladinou glukosy
v mo¢i, jsou vcetné defektnich gentt uvedeny v Tab. 3. Na Obr. 4 je zobrazena mapa
transportu glukosy spolu se zluté vyznaenymi defektnimi pienaseCi, které jsou

zodpovédné za dvé z nize uvedenych onemocnéni.

Malabsorpce glukosy a galaktosy (GGM, OMIM #606824), zptsobena
deficitem SGLT1, je onemocnéni typicky se projevujici jiz béhem prvnich tydnt zivota.
Jelikoz dochazi k naruSeni transportu glukosy a galaktosy do enterocytt, pacienti
po kojeni nebo jiném zpiisobu pfijmu potravy s glukosou ¢i s galaktosou trpi tézkymi
vodnatymi prujmy, které vedou k dehydrataci doprovazené horeckou. Pokud nedojde
k vcasné eliminaci glukosy a galaktosy ze stravy, mize byt onemocnéni smrtelné
(Saudubray et al., 2016). Pacienti vykazuji zvySenou hladinu glukosy v moci (Tab. 3)
(Soylu et al., 2008; Saadah et al., 2014).

Renalni glykosurie (GLYS, OMIM #233100) je porucha spjata s mutaci genu
SGLT2, jenz je dulezity pro reabsorpci glukosy V proximalnim stofeném tubulu
(Wright et al., 2007). Diusledkem onemocnéni dochazi k akumulaci glukosy v moci
(Tab. 3) (Calado et al., 2004; Magen et al., 2005; Yu et al., 2011). Obvykle se klinicky

nemanifestuje, a proto je diagnostika spise nahodna (Djeddi et al., 2020).

V disledku mutace genu GLUTZ2, ktery pienasi glukosu a galaktosu ve tkanich,
vznikd Fanconi-Bickeliv syndrom (FBS, OMIM #227810) (Manz et al., 1987).
U pacienti dochazi k abnormalni akumulaci glykogenu a glukosy ve tkanich

ak extrémnim ztraitam glukosy moéi (Tab. 3) (Sanjad et al, 1991;
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Bahillo-Curieses et al., 2018; Pennisi et al., 2020). FBS se projevuje otoky kloubd,
deformaci dolnich koncetin a opozdénym ristem, nicméné mentalni vyvoj pacientli neni
zpomalen. Soucasna 1é¢ba zahrnuje 1é¢bu symptomu a piiméfeny dietni rezim, ktery by

m¢él kompenzovat ztraty glukosy moci (Santer & Klepper, 2008; Sharari et al., 2020).
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Tab. 3: Vybrané dédi¢né metabolické poruchy transportu glukosy a jejich mocové biomarkery.

Onemocnéni Zkratkav , Mutovany gen Transportér Diagnosticky marker
onemocneni
Malabsorpce glukosy a galaktosy GGM SLC5A1 Na” dependentni pfenasec glukosy 1 glukosa
(SGLTY)
Renalni glykosurie GLYS SLC5A2 Na" dependentni prenase¢ glukosy 2 glukosa
(SGLT2)
Fanconi-Bickeltiv syndrom FBS SLC2A2 GLUT2 glukosa
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Obr. 4: Metabolicka mapa traveni a absorpce sacharidi se ZIuté vyzna¢enymi pienaseci, jejichz
defekty jsou zodpovédné za rozvoj poruch oznacené zkratkou dle OMIM. Zeleng jsou vyznaceny
enzymy, které jsou v metabolismu druhové specifické pro ¢lovéka (pievzato z online softwaru
KEGG, https://www.genome.jp/kegg/ a upraveno).
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2.2.4 Poruchy metabolismu fruktosy

Fruktosa se jako volna nachazi v medu, ovoci a zelening. V dalsich jidlech a napojich se
nachazi ve formé sacharosy, kterou utvaii s molekulou glukosy. Hydrolyza sacharosy
na monosacharidy je ve stievé zprostiedkovana sacharasou (EC 3.2.1.26). Kromé toho
vznika fruktosa v jatrech ze sorbitolu (Steinmann et al., 2008), ktery je piitomen
Vv nizkokalorickych produktech (Zumbé et al., 2001) a v ovoci (Muir et al., 2009)
pusobenim sorbitoldehydrogenasy (EC 1.1.1.14) (Steinmann et al., 2008). Absorpce
fruktosy probiha ve stievech pomoci usnadnéné difuze, kterou zajistuje GLUTDS.
Ze stteva fruktosa putuje pies portalni obéh do jater, kde je dale metabolizovana
(Keim & Havel, 2012).

Metabolismus fruktosy zacina jeji fosforylaci fruktokinasou (EC 2.7.1.4) nebo
ketohexokinasou (KHK, EC 2.7.1.3) v jatrech. Produktem reakce je fruktosa-1-fosfat
(Fru-1-P), ktera je v nasledujicim kroku rozstépena jaterni aldolasou B (EC 4.1.2.13)
na 2 triosy, dihydroxyacetonfosfat (DHAP) a glyceraldehyd. Jeho vétsina je pisobenim
triokinasy (EC 2.7.1.28) pfeménéna na Gly-3-P, zatimco jeho mensi ¢ast se konvertuje
na glycerol. Gly-3-P vstupuje do metabolismu glukosy, lipida a DHAP slouzi jako
prekurzor biosyntézy triacylglycerolt (Keim & Havel, 2012).

DMP, které postihuji metabolismus fruktosy, jsou vcetné defektniho enzymu
a mo¢ovych biomarkert uvedeny v Tab. 4. Na Obr. 5 je zobrazen metabolismus fruktosy

se zluté vyznacenymi defektnimi enzymy.

Esencialni fruktosurie (OMIM #22900) vznika mutaci genu, jenZ souvisi
s prvnim krokem metabolismu fruktosy. Nasledkem defektu dochazi ke zvySenym
hladinam fruktosy v moci (Tab. 4) (Laron, 1961; Gitzelmann & Steinmann, 1989).
Nevyloucena fruktosa je pteménovana na Fru-6-P, ktera se podili na syntéze glykogenu
ve svalech a jatrech. JelikoZ je onemocnéni bezptiznakové, nevyZaduje zadnou 1écbu

(Steinmann et al., 2008).

Deficit enzymu zprostiedkovavajici druhy krok metabolismu fruktosy zpisobuje
hereditarni intoleranci fruktosy (HFI, OMIM #229600) projevujici se zvySenou
koncentraci fruktosy v moci (Tab. 4) (Levin et al., 1963; Grant et al., 1970;
Li et al., 2018). Pacienti maji gastrointestinalni potize a v pfipad¢, ze fruktosa, sacharosa
¢i sorbitol nejsou z jidelnicku vylouceny, muze dojit k selhani jater a ledvin, kématu

nebo smrti (Steinmann et al., 2008).
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Deficit sorbitoldehydrogenasy (SORDD, # 618912) vznika mutaci genu SORD,
nasledkem c¢ehoz dochazi k vyluovani sorbitolu a xylitolu mo¢i (Tab. 4)
(Wamelink & Williams, 2022). Onemocnéni zpusobuje kataraktu (Vaca et al., 1982;
Shinet al., 1984) a vede ke svalové slabosti pfedevS§im v dolnich koncetinach,

coz zpusobuje problémy s chizi (Liu et al., 2021).
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Tab. 4: Vybrané dédi¢né metabolické poruchy metabolismu fruktosy a jejich mo¢ové biomarkery

Onemocnéni Zkratk% , Mutovany gen Enzym EC Diagnosticky marker
onemocneni

Esencialni fruktosurie - KHK Ketohexokinasa 2.7.1.3 fruktosa
Hereditarni
. HFI ALDOB Aldolasa B 41.2.13 fruktosa
intolerance fruktosy
Deficit . sorbitol
sorbitoldehydrogenasy SORDD SORD Sorbitoldehydrogenasa 11114 xylitol
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Obr. 5: Metabolismus fruktosy se Zluté vyznac¢enymi enzymy, jejichz defekty jsou zodpovédné
za rozvoj poruchy oznacené zkratkou dle OMIM. Zelené jsou vyznaceny enzymy, které jsou
Vv metabolismu druhové specifické pro c¢lovéka (pfevzato z online softwaru KEGG,
https://www.genome.jp/kegg/ a upraveno).
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2.2.5 Poruchy metabolismu glykogenu

Glykogen je makromolekula slozena az z55 000 glukosovych jednotek, které jsou
spojeny a-1,4-glykosidickymi vazbami, zatimco vedlejsi fetézce jsou piipojeny
a-1,6-glykosidickymi vazbami (Chikwana et al., 2013). Glykogen se nachazi ve vSech
tkanich, avsak nejvice je zastoupen v jatrech, kde slouzi jako zasoba glukosy pro zajisténi
normalni glykémie a ve svalech, kde poskytuje energii pro svalovou kontrakci

(Saudubray et al., 2016).

Syntéza glykogenu, odehravajici se v cytosolu, zac¢ina ve svalech fosforylaci
molekuly glukosy prostiednictvim KHK a v jatrech pomoci glukokinasy (EC 2.7.1.2)
za vzniku Glc-6-P. Ta je nasledn¢ isomerizovana fosfoglukomutasou (PGM, EC 5.4.2.2),
¢imz vznika produkt, Glc-1-P, podléhajici glukosa-1-fosfaturidylyltransferase
(EC 2.7.7.9). V dusledku ptemény se tvoti UDP-Glc, ktera se vaze na neredukujici konec
glykogenu ptsobenim glykogensyntasy (EC 2.4.1.11), pficemz dochazi k uvolnéni UDP.
Jakmile je hlavni fetézec dostate¢né dlouhy, vétvici enzym (EC 2.4.1.18) katalyzuje jeho
pfipojeni pomoci a-1,4-glykosidické vazby na periferni fetézce vznikajiciho glykogenu.
Takto pfipojené fetézce jsou nasledné prodluzovany glykogensyntasou (Roach, 2002;
Adeva-Andany et al., 2016).

Degradace glykogenu probiha v cytosolu a lysozomech. V cytosolu je rozklad
katalyzovan ptiisobenim glykogenfosforylasy (PG, EC 2.4.1.1), kterou je nutné aktivovat
fosforylaci prostiednictvim fosforylasakinasy (PHK, EC 2.7.11.19) aglykogen
odvétvovactho enzymu (GDE), ktery obsahuje dvé katalytickd centra,
amylo-1,6-glukosidasu (EC 3.2.1.33) a 4-a-glukanotranferasu (EC 2.4.1.25). PG je
zodpovédna zaredukci hlavniho fetézce a GDE se podili na uvolnéni glukosovych
jednotek z vedlejsich ftetézct (Burwinkel et al., 1998). Glukosa je z glykogenu
uvolnovana jako Glc-1-P, ktera je nasledné isomerisovana PGM na Glc-6-P. Ta mize byt
dale pfeménéna na glukosu prostiednictvim glukosa-6-fosfatasy (Glc-6-Pasa,
EC 3.1.3.9), nebo miize vstupovat do glykolyzy, kde je spotfebovana za vzniku 2 molekul
pyruvatu, ATP a NADH. Pyruvat mize byt v nasledujicim kroku pfeménén za ucasti
laktatdehydrogenasy (LDH, EC 1.1.1.27) na laktat (Brushia & Walsh, 1999;
Roach, 2002; Adeva-Andany et al., 2016). V lysozomu je glykogen hydrolyzovan
na glukosu a-1,4-glykosidasou (EC 3.2.1.20) (Wisselaar et al., 1993).
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Poruchy syntézy ¢i degradace glykogenu a glykolyzy se oznacuji jako
glykogenosy (GSD). V sou¢asné dob¢ se rozlisuje 19 typtu GSD, které se déli dle typu
organového postizeni na jaterni, svalové a generalizované a dle typu stfadani
na lysosomalni a cytosolové (Molares-vila et al., 2021). S rozvojem GSD se ve tkanich
hromadi glykogen nebo dochazi ktvorbé a akumulaci glykogenu s abnormalni
strukturou. GSD se manifestuji syndromem, ktery zahrnuje hypoglykémii a poskozeni
jater. Cil 1é¢by spociva v eliminaci tézkych hypoglykemickych stavi, kterym lze predejit
dodrzovanim striktni diety, vyznacujici se Castym piijmem sacharidi béhem dne,

ptipadné béhem noci (Smit et al., 2008; Kishnani, 2014).

Jednim z produkti degradace glykogenu a jinych Skrobd s rozvétvenym
fetézcem (amylopektin) je tetrasacharid glukosy (Glc4). Jedna se o nedavno objeveny
diagnosticky marker, jehoz zvyseni bylo pozorovano v mo¢i pacienti s glykogenosou la,

Ib, I, 111, 1V, 1Xa a XI (Heiner-Fokkema et al., 2020).

V ramci GSD je zde uvedeno 7 DMP, kter¢ se vyznacuji akumulaci Glc4 v modi.

Poruchy jsou, véetné defektnich enzym, shrnuty v Tab. 5.

Glykogenosa la (GSD1A, OMIM #232200) je onemocnéni zptsobené deficitem
katalytické podjednotky Glc-6-Pasy. Jiz béhem prvniho roku Zivota se u pacientt rozviji
ptiznaky, které jsou spjaty se svalovou hypotrofii, opozdénym rlstem a kulatou ,,tvari

panenky“ (Lei et al., 1993; Smit et al., 2008).

Mén¢ castym typem je glykogenosa Ib (GSD1B, OMIM #232200), jez je
zpusobena deficitem pienasece Glc-6-P v endoplazmatickém retikulu neutrofilti a jinych
bunkach. Deficit ma za nasledek sniZzeni po¢tu neutrofili a jejich dysfunkci, coz vede

k ¢astym bakterialnim infekcim a onemocnéni stiev, ktera se podobaji Crohnové chorobé

(Dieckgraefe et al., 2002).

Glykogenosa Il (GSD2, OMIM #232300) je ozna¢ovana jako Pompeho choroba
a je zpusobena snizenou aktivitou ¢i nedostatkem ao-1,4-glukosidasy. Nasledkem
onemocnéni dochazi k akumulaci glykogenu prakticky ve vSech tkanich, v¢etné svali
asrdce, coz vede k jejich oslabeni. V extrémnich ptipadech mize dojit k organovému

selhani az odumfeni (Kishnani et al., 2006).

Nasledkem deficitu GDE dochazi ke stfadani glykogenu s kratkymi postrannimi
fetézci, tzv. limitniho dextrinu, coz vede k DMP zvané glykogenosa Il (GSD3,
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OMIM #232400). Onemocnéni se vyznacuje hyperlipidémii, poSkozenim srdce a mensim
vzristem. Symptomy se s vékem zlepsSuji a kolem pubertalniho obdobi mohou dokonce
vymizet (Smit et al., 2008).

Nedostatek glykogen vétviciho enzymu vede k jaterni glykogenose IV (GSD4,
OMIM #232500). Pro onemocnéni je typicka akumulace abnormalniho glykogenu,
tzv. polyglukosanu, ktery ma redukovana mista vétveni a svou strukturou se podoba
amylopektinu. Onemocnéni muze vést kselhani jater, a tojiz v détském véku
(Thon et al., 1993; Tay et al., 2004)

Glykogenosa 1Xa (GSD9A1, OMIM #306000) je zpusobena nedostatkem PHK
a vyznacuje se svalovymi kiecemi, zpomalenym ristem a opozdénym motorickym
vyvojem. V pozdéjsim véku  je vétSina  pacientil asymptomaticka

(Beauchamp et al., 2007).

Pacienti se svalovou glykogenosou XI (GSD11, OMIM #612933) maji mutaci
v genu, jenz koduje LDH. Pti onemocnéni dochazi k akumulaci myoglobinu v moci

pfi ndmaze a V letnim obdobi k exantému. N&kteti pacienti mohou mit asymptomaticky

prubéh (Kanno & Maekawa, 1995).
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Tab. 5: Vybrané dédi¢né poruchy metabolismu glykogenu a jejich mo¢ové biomarkery.

Onemocnéni Zkratka onemocnéni ~ Mutovany gen Enzym EC Diagnosticky marker
Glykogenosa la GSD1A G6PC Glukosa-6-fosfatasa 3.1.39 tetrasacharid glukosy
Glykogenosa Ib GSD1B G6PT1 - - tetrasacharid glukosy
Glykogenosa Il GSD2 GAA a-1,4-glukosidasa 3.2.1.20 tetrasacharid glukosy
Glykogen odvétvovaci enzym
(oL g SR gy
Glykogenosa IV GSD4 GBE1 (1,51}-1&(;%?:;;?;5;;2@?@ 2.4.1.18 tetrasacharid glukosy
Glykogenosa 1Xa GSDY9A1 PHKA2 Fosforylasa-kinasa 2.7.11.19 tetrasacharid glukosy
Glykogenosa XI GSD11 LDHA Laktatdehydrogenasa 1.1.1.27 tetrasacharid glukosy
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2.3  Chromatografické metody stanoveni sacharidi pro diagnostiku DMP
Analyza sacharidi skytd fadu probléml skrze své vlastnosti a strukturu. Vsechny
monosacharidy sdileji spole¢nou strukturu, kterd je slozena z aldehydu nebo ketonu.
| ptes t0 jsou vSak sacharidy rozmanitou skupinou latek, a to z diivodu riizného poctu
hydroxylovych skupin, které jsou pfipojeny k zakladni struktufe. K rozmanitosti
sacharidi pfispiva i pfitomnost asymetrickych center, ¢imz vznikd mnoho isoforem,
enantiomerti a diastereoisomert. Tyt0 iSomery maji stejnou molekulovou hmotnost
a chemické vlastnosti, coz ztéZuje jejich rozliSeni (Niaz et al., 2020). Sacharidy jsou silné
hydrofilni molekuly, coz mize vést k jejich obtiznému oddéleni od vodného roztoku
a k tvorbé meziproduktii. K obtiznosti analyzy pfispiva i pfitomnost riznych funkénich
skupin jako jsou napft. acetoamino, sulfato ¢i fosfato skupiny, které poskytuji dalsi
strukturni variace, ¢imz mohou ménit polaritu analytli a branit tak jejich snadnému
oddéleni (Suzuki & Honda, 2001). Jelikoz se jedna o latky, které neobsahuji chromofory
a fluorofory a zaroven o latky neté¢kavé a tepelné nestabilni, je pro analyzu Casto potteba
derivatizace, bez které by detekce nebyla mozna (Suzuki & Honda, 2001;
Ruiz-Matute et al., 2011).

Pro analyzu sacharidi byla vyvinuta celd fada metod. Existuji chemické,
fyzikalni a enzymatické metody. Sacharidy mohou byt rovnéz stanoveny i pomoci
imunotesti (Niaz et al.,, 2020). V minulosti byla pouzivana metoda papirové
chromatografie (z angl. paper chromatography, PC), ktera zpusobila revoluci ve studiu
sacharidi. Vyznacovala se jednoduchou ptipravou vzorku, rychlou analyzou, cenovou
dostupnosti a v neposledni fadé schopnosti identifikovat slozky i v komplexnich

biologickych vzorcich (Kowkabany, 1954).

V soucasné dobé se sacharidy rutinné diagnostikuji pomoci tenkovrstevné
chromatografie (z angl. thin layer chromatography, TLC) (He & Gibson, 2017). Metoda
se vyznacéuje dobrou separaci komplexnich smési, snadnou a rychlou separaci a dobrou
reprodukovatelnosti  (Young & Jackson, 1970; Ghebregzabeier et al., 1976;

Zhang et al., 2009). Oproti PC je TLC rychlejsi a je méné citliva na anorganické necistoty
(Ovodov et al., 1967).

S rozvojem chromatografickych technik se do popiedi dostala technika GC-MS,
kterd umoznuje vicesloZkovou analyzu cukrii a polyoll, i1 pfes jejich nizky obsah

ve vzorku (Kawasaki et al., 2002; Wahjudi et al., 2010; Al-Mhanna et al., 2018).
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GC-MS se vyznacuje vysokou citlivosti, specifitou a selektivitou, avsak vyzaduje
pomérné velky objem vzorku, ktery se pohybuje v fadech mililitr( a je nezbytné jej pred
analyzou vhodné¢ upravit. Pfiprava ¢asto zahrnuje dva kroky, a to extrakci analyti a jejich
derivatizaci, ktera snizuje polaritu analytii a zvySuje jejich tepelnou stabilitu a té€kavost.
Samotna analyza a jeji vyhodnoceni jsou ¢asoveé naro¢né procesy, proto technika GC-MS
neni vhodna pro statimova vySetieni (Shoemaker et al., 1991; Lee & Chung, 2006;
Pasikanti et al., 2008; Engelke et al., 2010).

S cilem zjednodusit diagnostiku poruch metabolismu sacharidi, byly zacatkem
21.  stoleti  vyvinuty metody kapalinové  chromatografie = ve  spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (z angl. liquid chromatography-tandem mass
spectrometry, LC-MS/MS). V roce 2005 Wamelink, et al., vyvinuli dvé LC-MS/MS
metody pro stanoveni Ctyi-, péti-, Sesti- a sedmiuhlikatych polyoli v mo¢i. Jiz o dva roky
pozdéji Wamelink et al.,, (2007) vyvinuli LC-MS/MS metodu pro stanoveni
sedmiuhlikatych cukrii v mo¢i. Tyto metody urychlily diagnostiku pacientt s deficitem
TALDO a SHKPD.

Jednu z nejnovéjsich LC-MS/MS metod pro stanoveni fruktosy, vyvinuli
Buziau et al., 2020, ktera se vyznacuje vysokou citlivosti a kratkym Casem analyzy.
Vzhledem k tomu, Ze zvysena hladina fruktosy v biologickych tekutinach mize souviset
se vznikem kardiometabolickych onemocnéni, je povaZzovdna za jeden znejvice

Skodlivych sacharidi pro lidsky metabolismus.

V ramci zjednodus$eni a zrychleni diagnostiky poruch metabolismu sacharidi se
nabizi vyvinout LC-MS/MS metodu, kterd by umoznovala simultanni analyzu Sirokého
spektra sacharidi a polyoli. Metoda by méla mit schopnost rozlisit Sestihlikaté polyoly,
tedy galaktitol, mannitol a sorbitol. Zvysena hladina galaktitolu v moc¢i miize signalizovat
galaktosémii (Rosenberg & Pascual, 2015; Demirbas et al., 2018), kterou je nezbytné
véas diagnostikovat. Vzhledem k tomu, ze galaktosémie je jednou z nejcastéjsich DMP
ovlivitujici metabolismus sacharidi (Berry et al., 2008; Santer & Klepper, 2008;

Steinmann et al., 2008), rozliseni téchto isomerd je klicové.
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2.4  Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

2.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (z angl. high performance liquid
chromatography, HPLC) je v soucasnosti nejrozsitenéjsi technikou, ktera se vyuziva
pro separaci latek ve vzorku. Vyznacuje se vysokou citlivosti a piesnosti se snadnou
moznosti automatizace, velkou vyhodou je moznost jejiho pouziti pro separaci Siroké
Skaly latek, vCetné€ téch, jez jsou netékavé nebo tepelné nestabilni (Skoog et al., 2016).
Diky svym vlastnostem se HPLC vyuziva ve vSech oblastech vyzkumu a Vv rutinnich

laboratofich (Novakova et al., 2021).

Princip separace spociva v rozdéleni slozek smési mezi dvé taze, z nichz je jedna
stacionarni, umisténa v chromatografické koloné, a druha mobilni. Stacionarni fazi
(nepohyblivou) muze predstavovat pevna latka, gel nebo kapalina ukotvena na pevném
nosi¢i. Kapalna mobilni faze (MF) (pohybliva) je do systému pfivadéna pomoci Cerpadla
za vysokého tlaku a protékd skrze staciondrni fazi. Samotnd analyza zacina néstfikem
vzorku na zacatek stacionarni faze. Pohybem MF pies fazi stacionarni je vzorek unasen
systémem a jeho slozky interaguji se stacionarni fazi, ¢imz dochazi k jejich zadrzovani.
Latky, které maji silngjs$i interakci jsou zadrzovany vice ajsou vymyvany pozdéji.
Pro popis distribuce analytd mezi dvé faze se vyuziva distribuéni konstanta, ktera udava
pomér rovnovazné koncentrace latky ve stacionarni fazi k rovnovazné koncentraci latky
ve fazi mobilni. Takto rozdélené latky jsou poté vnaseny do detektoru, kde jsou
zaznamenany. Vysledkem separace je dvourozmérny chromatograficky zaznam,
tzv. chromatogram, ktery predstavuje zavislost intenzity odezvy detektoru na retenénim
¢ase (Ardrey, 2003; Skoog et al., 2016; Novakova et al., 2021).

HPLC byla nejdiive vyvinuta v uspotfadani, které zahrnovalo vysoce polarni
stacionarni fazi, jako je silikagel, a nepolarni MF, napt. hexan. Takové uspotadani HPLC
se nazyva chromatografie snormalni fazi (z angl. normal phase, NP-HPLC)
(Skoog et al., 2016), ktera se vyuziva k separaci riznych sloucenin od nepolarnich,
az po vysoce polarni (Buszewski & Noga, 2012). Jinou moznost uspofadani poskytuje
chromatografie s reverzni fazi (z angl. reverse phase, RP-HPLC), kde stacionarni fazi
tvofi nepolarni uhlovodikové fetézce (C4-C18) a MF polarni latky, napt. voda, ACN
¢i methanol (Skoog et al., 2016). RP-HPLC se vyuziva pro analyzu latek v Sirokém

rozmezi polarity a riznym pH (Novakova et al., 2021).
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Alternativnim pfistupem HPLC je hydrofilni interakéni kapalinova
chromatografie (z angl. hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC), ktera se
Vyuziva pro separaci nenabitych vysoce hydrofilnich a amfifilnich sloucenin, které jsou
prilis polarni na to, aby byly dobfe separovany pomoci RP-HPLC. Stejné jako NP-HPLC,
vyuziva HILIC polarni stacionarni faze, napt. silikagel (Buszewski & Noga, 2012),
zatimco MF piedstavuje polarni organicka rozpoustédla misitelnd s vodou, napt. ACN

nebo methanol (Garbis et al., 2001; Li & Huang, 2004; Guo & Gaiki, 2005).

2.4.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka technika vyznacujici se vysokou citlivosti,
ktera se vyuziva pro identifikaci a kvantifikaci analyti v komplexnich smésich. Kromé
toho je schopna poskytnout dilezité informace o analytech, vcetné jejich struktury,
Cistoty a sloZeni. Uplatiiuje se pro detekci latek v bioanalytickych a environmentalnich
laboratofich. Rovnéz se vyuziva v metabolomice I proteomice
(de Hoffmann & Stroobant, 2007; Novakova et al., 2021).

Princip hmotnostni spektrometrie zahrnuje tfi kroky. V prvnim kroku dochazi
ke zplynéni a ionizaci vzorku v iontovém zdroji. K tomu se vyuziva napt. elektronova
ionizace, ionizace elektrosprejem (ESI) nebo chemicka ionizace za atmosférického tlaku.
Vzniklé ionty jsou nasledn€¢ v hmotnostnim analyzatoru separovany dle poméru
hmotnosti  kunaboji (m/z) a vposlednim kroku zaznamenany detektorem
(de Hoffmann & Stroobant, 2007; Novakova et al., 2021). Vysledkem je hmotnostni
spektrum, coz je graf zavislosti intenzity na poméru m/z (Biiyiikkkoroglu et al., 2018).
Schéma hmotnostniho spektrometru, zafizeni sestdvajiciho se z 3 modull, v nichz

dochazi k vyse popsanym déjam, je zobrazeno na Obr. 6.
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Obr. 6: Schéma hmotnostniho spektrometru (pfevzato a upraveno z Gross, 2017).

Jednim z moduli hmotnostnich spektrometrii jsou analyzatory, které se déli dle
zpisobu separace iontd do 3 skupin. Prvni zahrnuje skenujici analyzatory, které ionty
v daném cCase kontinudlné separuji a K detektoru propousti pouze ionty s vybranou
hodnotou m/z. Ptrikladem skenujicich analyzatort je kvadrupolovy analyzator, ktery je
tvofen Ctyfmi paralelné umisténymi elektrodami, na které je vlozeno stiidavé
a stejnosmérné napéti. Tyto elektrody propoustéji pouze ionty, které maji urc¢itou hodnou
m/z. lonty jsou pfivadény do stfedu osy kvadrupdlu a zacinaji oscilovat. Pies kvadrupodl
do detektoru prochazi pouze ty ionty, které stabilné osciluji, a které maji uré¢itou hodnotu
m/z, ostatni ionty jsou odsaty vakuem (de Hoffmann & Stroobant, 2007). Kvadrup6lové
hmotnostni analyzatory se vyuzivaji pro kvantifikaci a analyzu malych molekul. Jejich
oblibenost souvisi s jednoduchosti, citlivosti, rychlosti, dynamickym rozsahem

a cenovou dostupnosti (Friedecky & Lemr, 2012; Kumar, 2022).

Druhou skupinu tvoii analyzatory priiletové, napt. analyzatory doby letu. lonty
jsou akcelerovany elektrickym polem a vstupuji do letové trubice. Timto zpiisobem
ziskaji vSechny ionty stejnou kinetickou energii a v letové trubici dochazi k jejich
separaci. Hodnota m/z je nasledné velmi piesné vypoctena z doby letu mezi zdrojem
ionizace a detektorem (de Hoffmann & Stroobant, 2007). Posledni skupinou jsou
analyzatory, které ionty zachycuji v cele ¢i pasti, piikladem je elektrostaticka orbitalni

past (Orbitrap). Ta zachycuje vSechny ionty najednou a detekuje je na zakladé jejich
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frekvenci oscilace kolem elektrody. Hmotnostni spektrum se ziskd po Fourierové

transformaci signalu (Clarke, 2017).

Trendem V poslednich letech je kombinovat hmotnostni analyzatory, coz se
oznacuje jako tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Spojeni nékolika
hmotnostnich analyzatorti ptinasi fadu vyhod a mize poskytnout informace o strukturach
molekul, které pouze MS neni mozné ziskat. MS/MS miize byt uspotadéna v Case nebo

v prostoru (Novakova et al., 2021).

MS/MS v ¢ase vyuziva jeden analyzator, ktery je schopen zachytit specificky
ion, excitovat jej a zméfit hmotnostni spektrum vzniklych produkti (Sadilek, 2020).
Nejcastéjsim drunem MS/MS v prostoru je trojity kvadrupol (QQQ), ktery se vyznacuje
vysokou citlivosti a specifitou (Yang et al., 2002; Liebler & Zimmerman, 2013) a je
Siroce vyuzivan v rutinnich kvantitativnich analyzach diagnostickych markert
(Kumar, 2022). Sklada se ze dvou kvadrupoli, které pracuji jako hmotnostni analyzatory
(Q1 a Q3), mezi nimiz je kolizni cela (Q2). Prvni analyzator (Q1) vybira prekurzorovy
ion a druhy (Q3) skenuje produkty vzniklé po aktivaci Vv kolizni cele naplnéné neutralnim
plynem (argonem nebo dusikem). Toto spojeni umozinuje n€kolik unikatnich skenovacich
funkci, které nelze provést sjednotlivym analyzatorem. Jednd se o sledovani
produktovych iontl, coZ umoziuje ziskat informace o produktech vznikajicich ze
specifického prekurzoru. Druhou skenovaci funkci je sledovani prekurzorovych iontu,
které udava informace o vSech iontech, které vytvaieji fragment se stejnou hodnotou m/z.
Treti skenovaci funkei je sledovani neutralni ztraty, ktera podava informace o vsech
iontech, u nichz doslo ke sniZzeni molekulové hmotnosti o stejnou nominalni hodnotu.
Posledni skenovaci funkei je sledovani vybranych reakcei, kterd byva oznacovana jako
sledovani mnoha reakcei (z angl. multiple reaction monitoring, MRM). Q1 slouzi k vybéru
prekurzoru, zatimco Q3 Kk vybéru nejintenzivnéjsiho produktu, diky ¢emuz je dosazeno

vysoké citlivosti a specifity (Friedecky & Lemr, 2012; Sadilek, 2020).
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2.5  Validace LC-MS/MS metody

Validace je proces, ktery ovéiuje, zda je metoda vhodna pro zamyslené pouziti a zda s ni
lze ziskat relevantni data. Kazd4a nové vyvinutd analyticka metoda by méla byt plné
validovéana. Hlavnim cilem validace metody je prokazat spolehlivost konkrétni metody

pro stanoveni koncentrace analytu ve specifické matrici (Novakova & Dousa, 2021;

EMA, 2022).

Pti vybéru validacnich parametri je nutné dodrzovat doporuceni organizaci,
které se podrobné zabyvaji validaci analytickych metod, jako je napf. FDA (Food
and Drug Administration) (FDA et al., 2018), EMA (European Medicines Agency)
(EMA, 2022) ¢i TUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
(Thompson et al., 2002). Mezi validaéni parametry dle EMA, 2022 patii selektivita,
specifita, matricové efekty, kalibra¢ni piimka a pracovni rozsah, spravnost a piesnost,

ptenos vzorku (carry-over), integrita fedéni, stabilita a reprodukovatelnost nasttiku.

Linearita vyjadiuje schopnost metody poskytnout v daném rozsahu vysledky, jez
jsou pfimo umérné mnozstvi analytu ve vzorku. Tuto linearni zavislost popisuje
napft. kalibraéni primka. NejcastéjSim zpisobem hodnoceni linearity je korelaéni
koeficient (R), ktery vyjadiuje t€snost vzajemné zavislosti dvou nahodnych proménnych.
Linearita je povaZzovana za prokazanou, pokud R > 0,9990 (Novakova & Dousa, 2021).
Kalibraéni ptfimka by méla zahrnovat alespoii 6 kalibracnich bodl. Rozsah kalibracni
ptimky by mél pokryt ocekavany rozsah koncentrace analytu, véetné spodniho limitu
kalibra¢ni pfimky a horniho limitu kvantifikace (z angl. upper limit of quantification,
ULOQ), ktery je nejvyssim bodem kalibra¢ni piimky (EMA, 2022).

cvwr

analytu ve vzorku, kterou Ize analytickou metodou detekovat. Odpovida koncentraci, kdy
je analyticky signal odlisny od Sumu, zpravidla se jedna o odezvu, kdy vyska daného piku
trojnasobné prevysSuje hodnotu Sumu. Kvantitativni limit (z angl. limit of quantification,
LOQ) odpovida takové koncentraci analytu, kterd umoznuje kvantitativni vyhodnocenti,

vyska piku by méla linii Sumu prevysSovat alespont 10x (Novakova & Dousa, 2021).

Selektivita je definovana jako schopnost analytické metody rozliSit a zméfit
konkrétni analyt v matrici i za pfitomnosti interferujicich latek. Hodnoceni selektivity by

mélo prokazat, ze interferujici latky neposkytuji vyznamnou odezvu. Specifita je
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schopnost metody analyt detekovat a odlisit jej od ostatnich latek, v€etné téch, které jsou
analytu podobné napt. isomery. V praxi se selektivita a specifita testuje porovnavanim

vysledku standardu s realnou matrici (EMA, 2022).

Spravnost metody vyjadiuje miru shody mezi namétenou a skutecnou hodnotou.
Pfi hodnoceni spravnosti je urovana pritomnost ¢i nepiitomnost soustavné chyby, tedy
slozky chyby, ktera pii opakovaném méfeni zistdva konstantni a lze ji korigovat.
Prakticky postup zahrnuje analyzu vzorkt, do kterych je ptidano znamé mnozstvi analytu
— vzorky kontroly kvality (z angl. quality control, QC). Tyto vzorky jsou analyzovany
proti kalibra¢ni kiivce a ziskané koncentrace jsou srovnany s nominalni hodnotou.
Ptesnost metody udavd miru shody mezi vzidjemné nezavislymi vysledky zkousek,
vyjadiuje se jako variacni koeficient. Spravnost i pfesnost by méla by byt prokazana
pro LLOQ, nizké (z angl. low quality control, LQC), stiedni (z angl. middle quality
control, MQC) a vysoké vzorky kontroly kvality (z angl. high quality control, HQC)
(Novakova & Dousa, 2021; EMA, 2022).

Matricové efekty zptsobuji, Ze odezva pro analyt ve standardnim roztoku je
rozdilna ve srovnani s odezvou pro stejny analyt v matrici. Molekuly, které pochazeji
z matrice koeluji s analytem, ktery je pfedmétem analyzy a mohou interferovat
S ioniza¢nim procesem v hmotnostnim spektrometru, ¢imZ mohou zplsobit potlaceni
nebo naopak zesileni ionizace. Ovlivnéni odezvy MS detektoru ma za nésledek nespravné
vysledky (Taylor, 2005; Panuwet et al., 2016). Matricovy efekt by mél byt vyhodnocen
analyzou vzorkli LQC a HQC. Pro kazdy analyt a IS by mél byt vypocten faktor matrice,
jedna se o pomér plochy piku v pfitomnosti matrice ku ploSe piku v neptitomnosti matrice

(EMA, 2022).

Pfenos vzorku je chyba vysledku, ktera je zplsobena kontaminaci vzorku
predchozim vzorkem (Broughton, 1984). Pienos by mél byt zacit feSen a minimalizovan
jiz béhem vyvoje metody, jelikoZ vyrazné ovlivituje vysledky kvantitativni analyzy,
spravnost a presnost (Viswanathan et al., 2007; FDA et al., 2018). Béhem validace
metody by mél byt pienos posouzen nastfikem slepych vzorkli po vzorku s vysokou

koncentraci, pfipadné po kalibraci standardu ULOQ (EMA, 2022).

Pti validaci analytické metody je potieba posoudit, zda fedéni vzorku nema vliv

na spravnost a presnost (EMA, 2022). Provadi se zfedénim QC vzorkd se slepym
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vzorkem, hodnoti se schopnost metody podat spolehlivé vysledky i u vzorkd, které maji

koncentraci vys$si nez ULOQ (Kollipara et al., 2011).

Hodnoceni stability se provadi, aby bylo zajisténo, ze kazdy krok ptipravy
vzorku, analyza vzorku a podminky skladovani neovliviiuji koncentraci analytu. Stabilita
analytu ve studované matrici je hodnocena pomoci QC vzorkd, které jsou analyzovany

proti kalibra¢ni pfimce (EMA, 2022).

V piipadé, Ze se predpoklddd moznost opakovaného nastiiku vzorku,
napt. Z diivodu poruchy pfistroje, je potfeba zhodnotit reprodukovatelnost nasttiku.
Posouzeni zahrnuje opétovny nastiik kalibracnich standardti vzorkii LQC, MQC a HQC
(EMA, 2022).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Standardy
Adonitol (Sigma-Aldrich, USA)

D-(-)-Arabinosa (Sigma-Aldrich, USA)
D-(-)-Fruktosa (Sigma-Aldrich, USA)
D-(+)-Galaktosa (Sigma-Aldrich, Italic)
D-(+)-Glukosa (Sigma-Aldrich, USA)
D-(+)-Maltosa monohydrat (Sigma-Aldrich, USA)
D-(+)-Mannosa (Sigma-Aldrich, Indie)
D-(+)-Melesitosa monohydrat (Sigma-Aldrich, Slovensko)
D-Laktosa monohydrat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
D-Mannitol (Sigma-Aldrich, Cina)
D-Mannoheptulosa (Sigma-Aldrich, Velka Britanie)
D-Ribosa (Slovak academy of Science)

D-Sorbitol (Sigma-Aldrich, Francie)

D-Threitol (Sigma-Aldrich, USA)

Dulcitol (Sigma-Aldrich, USA)

Erythritol (Sigma-Aldrich, USA)

Tetrasacharid glukosy (Sigma-Aldrich, USA)
Kreatinin (Sigma-Aldrich, Japonsko)

L-(-)-Arabitol (Sigma-Aldrich, USA)

Maltotriosa (Sigma-Aldrich, Japonsko)

Melibiosa (Sigma-Aldrich, USA)
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Perseitol (ChemCruz, USA)
Sacharosa (Sigma-Aldrich, USA)
Sedoheptulosa (Sigma-Aldrich, USA)
Trehalosa (Sigma-Aldrich, USA)
Volemitol (Sigma-Aldrich, USA)
Xylitol (Sigma-Aldrich, USA)
Xylosa (Sigma-Aldrich, USA)

Xylulosa (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.2 Interni standardy
D-Fruktosa-'*Cs (Cambridge Isotope Laboratories, USA)

D-Galaktitol-*Cs (Sigma-Aldrich, USA)
D-Galaktosa-1*Cs (Sigma-Aldrich, USA)
D-Glukosa-D~ (Sigma-Aldrich, USA)
D-Ribosa-*Cs (TRC, Kanada)
D-Sacharosa-glukosa-*Cs (TRC, Kanada)

Kreatinin-D3 (TRC, Kanada)

3.1.3 Biologicky material

Vzorky moci pacientii (32) a zdravych kontrol (15) byly poskytnuty z Centra dédi¢nych
metabolickych poruch, Nérodniho ustavu détskych chorob v Bratislavé a z LDMP,
FN Olomouc.
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3.1.4 Dalsi pouzité chemikalie

LC-MS acetonitril (Biosolve, Francie)

LC-MS isopropanol (Biosolve, Francie)
LC-MS voda (Fisher Chemicals, USA)
Mravencan amonny (Sigma-Aldrich, Indie)
Octan amonny (Sigma-Aldrich, Velka Britanie)

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

3.1.5 Pristrojové vybaveni
Analytické vahy (Ohaus, Cina)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Hmotnostni spektrometr QTRAP 6500+ (Sciex, Framingham, MA, USA)
Kapalinovy chromatograf Exion LC (Sciex, Framingham, MA, USA)

Kolona Luna Omega 3 um SUGAR 150 x 2,1 mm (Phenomenex, Torrance, USA)

Vortex mixer (ARGO LAB MIX, Ceska republika)
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3.2  Metody

3.2.1 Ptiprava zasobnich roztoki standardu

VétSina standardii sacharidti a polyolit (29) byla pfipravena jako 30 mM roztoky
v LC-MS vodé¢. Ostatni standardy byly pfipraveny jako 20 mM (xylulosa, perseitol)
a 5 mM (Glc4) roztoky. Standard kreatininu byl pfipraven jako 30 mM roztok. Piipravené

standardy byly ulozeny do mraziciho boxu na -80 °C.

3.2.2 Priprava zasobnich roztoku internich standardi a smési internich
standardu

Zasobni roztoky internich standardd (IS) byly pfipraveny o koncentracich 10 mM

(Sacharosa-glukosa-'*Ce), 13,3mM (Galaktitol-*3Cs), 20 mM (Fruktosa-'*Cs,

Glukosa-D7), 25 mM (Galaktosa-*Cg), 30 mM (Ribosa-*Cs) a 52 mM (Kreatinin-Ds).

Roztoky byly ulozeny do mraziciho boxu na -80 °C.

Byla pfipravena smés 7 IS v LC-MS vodé o vysledné koncentraci standarda

100 uM. Smés byla ulozena do mraziciho boxu na -80 °C.

3.2.3 Optimalizace MRM pi‘echodi

Pro optimalizaci MRM ptechodu s udaji o deklasteracnich potencialech (DP), vstupnich
potencialech (EP), koliznich energiich (CE) a potencialech na konci kolizni cely (CXP)
byly naladény standardy jednotlivych metabolitl. Ze zasobnich roztoki standardi byly
pfipraveny roztoky o vysledné koncentraci 10 pM natedénim v MF A a B v poméru
50:50. MF A obsahovala 1ImM mraven¢an/octan amonny v H2O. MF B obsahovala
100% acetonitril. Pfipravené roztoky byly vpraveny do stfikacky, kterd tyto roztoky
davkovala piimou infuzi do hmotnostniho spektrometru QTRAP 6500+ (Sciex, USA).
Nejdiive bylo spusténo manualni ladéni, poté automatické a vysledkem byla optimalizace
-MRM piechodt pro jednotlivé analyty. Ladéni standardd bylo provedeno v softwaru
Analyst (Sciex, verze 1.7.3). Pro ovéfeni spravnosti byla ziskana hmotnostni spektra
porovnana se spektry na https://hmdb.ca/. Z optimalizovanych -MRM piechodi byla
sestavena metoda, ktera byla pouzita pro nasledny experiment tykajici se separacniho

chovani analyta a optimalizace LC podminek.
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3.2.4 Optimalizace LC podminek, analyza smési standardi a finalni LC-MS/MS
metoda

LC podminky (slozeni mobilnich fazi, pratok, nastiik, binarni gradient metody a doba
analyzy) byly optimalizovany pomoci analyzy smésného roztoku vsech standardi
o0 koncentraci 10 uM. Elu¢ni chovani analyti bylo zjisténo pomoci analyzy 12 smési
standardt sacharidli a polyolii o vysledné koncentraci 10 uM, pficemz isomery byly
rozdéleny zvlast do rliznych smési. Nasledné byly pfipraveny smeési isomera
o koncentraci 100 uM. Analyzy byly vyhodnoceny v softwaru Analyst (Sciex,
verze 1.7.3). Pro vSechny -MRM piechody analytu byl vyhodnocen pomér signalu
k Sumu (S/N) a nasledné byl pro kazdy analyt vybran nejcitlivéjsi -MRM piechod. Byla
sestavena finalni non-scheduled MRM metoda, ktera byla pouzita pro nasledujici
analyzy. V poslednim kroku vyvoje metody byla metoda upravena do rezimu

scheduled MRM.

3.2.5 Validace LC-MS/MS metody

Validace vyvinuté metody, ktera byla provedena dle doporuceni EMA (2022), zahrnovala
experiment pro stanoveni linearity. Jednalo se o uréeni pracovniho rozsahu, LOD a LOQ.
Pro valida¢ni experiment byly vybrany pouze diagnosticky vyznamné biomarkery (14)
a kreatinin, na jehoz hladinu se vztahuji koncentrace analyti zddvodu rtzné

koncentrované moci pacientt.

3.2.5.1 Linearita — pracovni rozsah, LOD a LOQ

Pro kalibraci byly vytvoteny 2 kalibra¢ni smési standardi (kalibra¢ni fada smési A a B)
a kalibra¢ni fada kreatininu (kalibra¢ni fada C). Vzhledem k tomu, Ze separace isomert,
pro néz byl ziskan spolecny -MRM prechod, nebyla na zakladni linii, byly vybrané
isomery rozdéleny zvlast do dvou smési (Tab. 6). Standard fruktosy a galaktosy byl

ponechan v jedné smési z diivodu jejich separace az na zékladni linii.

Pracovni rozsah vybranych analytl byl stanoven na zdkladé€ literarni reSerSe
fyziologickych a patologickych hodnot jednotlivych analyti v moci. 10bodové kalibraéni
fady smési A a B byly pfipraveny binarnim fedénim syntetickou moc¢i Sigmatrix mocovy
diluent (SMD) a jelikoz SMD obsahuje kreatinin, kalibracni fada C byla pfipravena
v MF A.
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Tab. 6: Rozdéleni vybranych standardi sacharidi a polyold do kalibra¢nich smési A a B.

Kalibra¢ni fada smési A Kalibra¢ni fada smési B
Xylulosa Arabinosa
Fruktosa Glukosa
Galaktosa Sedoheptulosa

Manoheptulosa Tetrasacharid glukosy
Erythritol Arabitol
Ribitol Sorbitol
Galaktitol Perseitol

100 pl takto pfipravenych roztokd bylo pteneseno do vialky s insertem, k nimz
bylo pfidano 10 pl smési IS. Kalibra¢ni fady byly analyzovany ve 3 opakovanich finalni

LC-MS/MS metodou a vyhodnoceny v softwaru Sciex OS (verze 2.0).

3.2.6 Aplikace vyvinuté LC-MS/MS metody na vzorky pacienti

32 vzorkti mo¢i pacientd s DMP a 15 zdravych kontrol byly pfipraveny nafedénim
na koncentraci kreatininu 1 mmol‘It. Vzorky, které obsahovaly kreatinin pod 1 mmol‘I™,
byly analyzovany bez fediciho kroku. 100 ul takto pfipravenych vzorka bylo vpraveno
do vialky s insertem, k nimz bylo pfidano 10 pl smési IS. Vzorky moci byly analyzovany
finalni LC-MS/MS metodou a nasledné¢ byly vyhodnoceny v programu Sciex OS
(verze 2.0). Diagnosticky vyznamné markery pacientd s DMP byly kvantifikovany
pomoci kalibra¢nich ptimek v Sciex OS a statistické vyhodnoceni naméfenych
koncentraci markerti byl provedeno pomoci robustniho z-skore. Metabolické profily
diagnosticky vyznamnych biomarkerii pacienti s DMP byly porovnany se zdravymi

kontrolami.
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4 VYSLEDKY

41  Vyvoj LC-MS/MS metody

4.1.1 Experimentalni podminky LC-MS/MS metody

Pro vyvoj metody byl pouzit kapalinovy chromatograf Exion LC (Sciex, USA),
hmotnostni spektrometr QTRAP 6500+ (Sciex, USA) a kolona Luna Omega 3 pum
SUGAR 150 x 2,1 mm (Phenomenex, USA).

Gradientova eluce byla nastavena nasledovné: t=0,0-0,5 min, 90 % B; t=13,5 min,
70 % B; t=13,5-14,5 min, 70 % B; t=15,5 min, 90 % B; t=15,5-17,0 min, 90 % B. Pomér
mobilnich fazi v prib&éhu trvani analyzy je zobrazen na Obr. 7. Obecné nastaveni

LC parametrd je shrnuto v Tab. 7.

Po optimalizaci MRM ptechodt a separaci standardii sacharidd, polyolt a IS byly
vybrany ty ptechody, které vykazovaly nejvyssi hodnotu S/N a byla vytvofena findlni
scheduled MRM metoda, ktera je shrnuta v Tab. 9. Metodou Ize detekovat 18 sacharida
(Obr. 8), 10 polyolu (Obr. 9) a 7 IS. Ostatni MS/MS parametry jsou uvedeny v Tab. 8.

e i8]

100

(%)
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Obr. 7: Schéma binarniho gradientu pro vyvinutou metodu LC-MS/MS.
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Tab. 7: Nastaveni LC parametrti vyvinuté LC-MS/MS metody.

Mobilni faze A 1mM mravencan/octan amonny v H,O
Mobilni faze B acetonitril:isopropanol:H,0 (90:5:5)
Délka trvani analyzy 17 min

Pritok 0,3 ml'mint

Nasttik vzorku 0,3 ul

Temperace autosampleru 5 °C
Temperace kolony 35°C

Tab. 8: Nastaveni MS/MS vyvinuté LC-MS/MS metody.

lonizace vzorku ESI (- 4500 V)
Teplota iontového zdroje 300 °C

Tlak cloniciho plynu 40 arb

Tlak kolizniho plynu 8arb

Tlak zmlZzujiciho plynu 40 arb

Tlak pomocného plynu 40 arb

Pauza mezi métenimi 5ms
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Tab. 9: Finalni LC-MS/MS metoda (Q1 — prekurzorovy ion, Q3 — produktovy ion, RT — reten¢ni ¢as, Casové okno a vazeni vybrané reakce,
DP — deklastera¢ni potencial, EP — vstupni potencial, CE — kolizni energie a CXP — potencial na konci kolizni cely).

Casové okno Vésent
Q1 Q3 RT vybrané z DP EP CE CXP

[Da] Da]  [min] ID reakce wbrané A v v M
[s] reakce
194,5 88,8 2,8  C5- Xylulosa, Ribosa, Xylosa, Arabinosa 180 1 -5 -10 -16 -13
179,2 89,0 4,4  C6 - Fruktosa, Manosa, Glukosa, Galaktosa 280 1 -70 -10 -12 -7
209,1 88,9 4,4  C7 - Manoheptulosa, Sedoheptulosa 230 1 -80 -10 -16 -11
341,0 178,9 6,9 C12 - Sacharosa 320 1 -100 -10 -20 -15
400,8 160,8 6,9 C12 - Maltosa, Laktosa 320 1 -5 -10 -16 -13
386,8 340,9 6,9 C12- Trehalosa 320 1 -5 -10 -18 -23
340,5 178,8 6,9 C12 - Melibiosa 320 1 -50 -10 -14 -15
502,8 58,9 9,2 C18 - Melesitosa 180 1 -155 -10 -92 -27
502,8 160,7 9,2 C18 - Maltotriosa 180 1 -75 -10 -18 -19
725,2 665,0 11,2 C24 - Tetrasacharid glukosy 300 1 -20 -10 -14 -41
120,6 88,6 2,7 Cdol - Erythritol/Threitol 120 1 -15 -10 -14 -9
150,8 100,8 3,3 Cbol - Ribitol, Xylitol/Arabitol 120 1 -5 -10 -16 -47
180,7 70,8 4,3  Cé6ol - Sorbitol, Mannitol, Galaktitol 180 1 -45 -10 -20 -7
210,7 192,9 5,3  C7ol - Volemitol, Perseitol 150 1 -60 -10 -16 -17
112,0 67,8 2,8  Kreatinin 90 1 -50 -10 -22 -5
213,9 91,8 2,5 IS Ribosa-3Cs 120 1 -15 -10 -18 -7
184,7 91,8 3,5 IS Fruktosa-13C¢/ IS Galaktosa-t*Cs 180 1 -15 -10 -10 -47
186,1 60,3 4,1 IS Glukosa-D¢ 180 1 -30 -10 -26 -9
347,1 88,9 5,8 IS Sacharosa-glukosa-3Cg 180 1 -145  -10 -24 -11
186,6 104,7 4,3 IS Galaktitol-*Cs 180 1 -40 -10 -20 -11
115,0 67,9 2,8 IS Kreatinin-Ds 120 1 -50 -10 -22 -5
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Obr. 8: Chromatograficky profil standardi sacharidii detekovanych v -MRM modu. Jednotlivé
skupiny isomert jsou barevné rozliSeny. Odezva standardli odpovida 100 uM koncentraci.
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Obr. 9: Chromatograficky profil standardi polyolti detekovanych v -MRM médu. Jednotlivé
skupiny isomerd jsou barevné rozliSeny. Odezva standard odpovida 100 uM koncentraci.
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4.2  Validace LC-MS/MS metody

V ramci validace metody byly provedeny experimenty tykajici se linearity, které
zahrnovaly stanoveni pracovniho rozsahu, regresni rovnice a vazeni, LOD, LOQ
a hodnoty spolehlivosti (R?). Dle doporu¢eni EMA (2022) byla 10bodova kalibraéni

pfimka analyzovéna ve 3 opakovéanich.

4.2.1 Linearita — pracovni rozsah, LOD a LOQ

Pracovni rozsah kalibra¢nich piimek byl stanoven na zakladé literarni reSerSe
fyziologickych a patologickych koncentraci jednotlivych analytd v moci. Fyziologické
koncentrace s odkazem na literaturu a stanoveny pracovni rozsah je shrnut v Tab. 10.
Analyzou 10bodovych kalibracnich ptimek o zvoleném pracovnim rozsahu byl zjistén
LLOQ a ULOQ. Pro vSechny analyty bylo pouzito alespoii 7 koncentracnich bodd,
coz spliuje validaéni podminky dle EMA, 2022.

Tab. 10: Fyziologické koncentrace vybranych analyti v moci dle literatury a stanoveni
pracovniho rozsahu.

Pracovni Fyziologicka
Analyt rozsah koncentrace v moci Literatura

[uM] [umol/mmol kreatininu]

Arabinosa 0,20-100 20,0-65,0 Onkenhout et al., 2002
Xylulosa 0,20-100 6,4-32,6 Bouatra et al., 2013
Fruktosa 0,78-400 4,6-57,0 Jansen ’ et al., 1986
Glukosa 1,56-800 12,5-58,4 Bouatra et al., 2013
Galaktosa 1,56-800 10,0-381,0 Jansen ’ et al., 1986
Manoheptulosa 0,20-100 <3,0 Wamelink et al., 2007
Sedoheptulosa 0,20-100 <10,0 Engelke et al., 2010
Tetrasacharid glukosy 0,20-100 0,05-6,5 An et al., 2005
Erythritol 1,70-600 6,8-64,0 Bouatra et al., 2013
Arabitol 1,70-600 16,0-89,0 Huck et al., 2004
Ribitol 0,49-250 7,0-24,0 Verhoeven et al., 2005
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Tab. 10: Fyziologické koncentrace vybranych analytt v moci dle literatury a stanoveni
pracovniho rozsahu (pokra¢ovani).

Pracovni Fyziologicka
Analyt rozsah koncentrace v mo¢i Literatura
[uM] [umol/mmol kreatininu]
Galaktitol 1,56-800 <5,0 Panis et al., 2006
Sorbitol 0,39-200 2,5-18,7 Bouatra et al., 2013
Perseitol 0,08-40 <1,0 Tylki-Szymanska et al., 2014

Vyhodnoceni kalibra¢nich piimek bylo provedeno v programu Sciex OS (Sciex,
verze 2.0). Po integraci ploch pikt, byl stanoven IS pro kazdy analyt a nasledné byla
automaticky porovndna nominalni koncentrace kalibracnich standardi se zpétné
vypocétenou koncentraci. Spravnost zpétné vypoctenych koncentraci kalibra¢nich
standardti se pohybovala v rozmezi + 15 %, zatimco Vv piipadé LLOQ byla v rozmezi
+ 20 %, coz je v souladu s normami od EMA (2022).

Vsechny kalibraéni pfimky byly vyhodnoceny za pouziti linedrni regrese a vazeni
1/x. Nov¢ vyvinuta LC-MS/MS metoda vykazuje v ramci méfenych analyti vybornou
linearitu (R2> 0,99) a nizky LOD, ktery byl vypoéten dle rovnice (1). Hodnota LOD byla

nasledné pouzita pro vypocet LOQ dle rovnice (2).

LOD == ¢ (1)
N — intenzita odezvy blanku

S — intenzita odezvy standardu

¢ — LLOQ [uM]

LOQ = 3,33 - LOD )

Finalni parametry kalibra¢nich pfimek zahrnujici LLOQ, ULOQ, aplikovany IS,
LOD, LOQ, smérnice regresnich rovnic a hodnoty spolehlivosti (R?) byly uréeny jako

prumér ze 3 opakovani a jsou shrnuty v Tab. 11.
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Tab. 11: Linearita vybranych analyti stanovend nové vyvinutou LC-MS/MS metodou (n=3). Pro kazdy analyt je uveden aplikovany interni standard,
LLOQ, ULOQ, LOD, LOQ, regresni rovnice a hodnota spolehlivosti (R?).

Analyt IS L[tl\o/[]Q U[L\C/)I]Q E‘ u?\/llj] [L“cli/IQ] Regresni rovnice R?

Arabinosa Ribosa-**Cs 0,39 100 0,071 0,236 y=0,0278x+0,0093 0,9978
Xylulosa Ribosa-*Cs 0,39 100 0,029 0,096 y=0,0437x-0,0003 0,9991
Fruktosa Fruktosa-*Cs 1,53 400 0,024 0,078 y=0,0882x+0,0119 0,9993
Glukosa Glukosa-Dy 3,13 800 0,061 0,203 y=0,5337x+0,3070 0,9987
Galaktosa Galaktosa-*Cg 3,13 800 0,179 0,595 y=0,0816x+0,1184 0,9965
Manoheptulosa Fruktosa-3Cs 1,56 100 0,038 0,125 y=0,0276x-0,0110 0,9964
Sedoheptulosa Glukosa-Dy 0,39 100 0,023 0,077 y=0,6508x+0,1049 0,9963
Tetrasacharid glukosy Sacharosa-glukosa-t*Cs 0,78 100 0,033 0,111 y=0,0172x+0,0080 0,9975
Erythritol Ribosa-Cs 2,34 600 0,279 0,930 y=0,0031x-0,0006 0,9986
Acrabitol Glukosa-Dy 2,34 600 0,025 0,085 y=1,5104x-0,9815 0,9979
Ribitol Ribosa-*Cs 0,98 250 0,017 0,058 y=0,1228x+0,0314 0,9986
Galaktitol Galactitol-*Cs 3,13 800 0,012 0,040 y=0,0793x+0,0095 0,9966
Sorbitol Glukosa-Dy 0,39 200 0,012 0,040 y=1,9877x+0,0694 0,9990
Perseitol Fruktosa-t3Cs 0,16 40 0,047 0,158 y=0,1822x-0,0037 0,9971
Kreatinin Kreatinin-Ds 5,86 3000 0,079 0,263 y=0,0479x+0,1098 0,9985
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4.2.2 Diagnostika pacientii s DMP pomoci nové vyvinuté LC-MS/MS metody

Nov¢ vyvinuta LC-MS/MS metoda byla aplikovana na vzorky mo¢i 32 pacienti s DMP
a 15 zdravych kontrol. Jednalo se o pacienty s potvrzenou diagnézou GALT-D,
GALK-D, GSD 1A, 1B, 2, 3 a 9. Po integraci piki diagnosticky vyznamnych markert
pacienti s DMP a kontrolnich vzorkli byla pomoci kalibra¢nich pifimek vypoctena
koncentrace analytt. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci robustniho z-skore,
které znazornuje distribuci analytii pacienta vici zdravym kontroldm. Vzhledem k tomu,
ze namétené koncentrace nemély normalni rozdéleni, bylo k vypoctu pouzito robustné
Skalované z-skore dle nasledujici rovnice (3). Vypocet byl proveden v programu
Microsoft Excel a ziskané z-skore pacientt a kontrol bylo vyuzito pti zpracovani grafii
v programu GraphPad Prism (verze 9.0). Ziskané koncentrace a vypoctené robustni

z-skore vybraného pacienta s GALT-D a GSD2 jsou uvedeny v Tab. 12,

xl—X

X =
Q1—0Q3

3)

X — robustni standardizovana hodnota
x;— hodnota pozorovani
X— median zdravych kontrol

Q1 — Q3 — interkvartilové rozpéti

Tab. 12: Koncentrace a robustni z-skore diagnosticky vyznamnych markert pacienta s klasickou
galaktosémii (GALT-D) a glykogenosou Il (GSD2).

Pacient Diagnosticky marker Koncentrace [uM] Robustni z-skore
Galaktitol 19 883 859
GALT-D
Galaktosa 272 762 2 602
GSD2 Tetrasacharid glukosy 65 32
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U vybraného pacienta s klasickou galaktosémii byla nalezena enormné zvysena
hladina galaktosy a galaktitolu v moc¢i (Tab. 12). Analyzovany vzorek pacienta byl
jez ho piimo ohrozovaly na zivoté. Akumulace téchto dvou latek v moci byla disledkem
deficitu galaktosa-1-fosfaturidylyltransferasy, ktery znemoznil fyziologicky proces
odbourani galaktosy, hromadici se v téle pacienta po konzumaci mateiského mléka.
Robustni z-skére diagnosticky vyznamnych markeri je zndzornéno pomoci grafu

na Obr. 10. Metabolicky profil pacienta a zdravé kontroly je zobrazen na Obr. 11.

Galaktitol — an eees o o °
Galaktosa—| -e @ . | \ *
T ! ‘ T \
-5 0 5 5 1005 2005 3005

Robustni z-skore

Obr. 10: Robustni z-skore diagnosticky vyznamnych markert pacienta s klasickou galaktosémii
(GALT-D) (Cerveng) a zdravych kontrol (modfe).
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Obr. 11: Metabolicky profil diagnosticky vyznamnych markert (galaktitol, galaktosa) v moci
pacienta s klasickou galaktosémii (A) a zdravé kontroly (B).

Vybrany pacient s onemocnénim GSD2 vykazoval oproti zdravym kontroldm
zvySenou hladinu Glc4 v moci (Tab. 12). V tomto ptipad¢ se jednalo odbér, v jehoz dobé
pacient jiz podstupoval 1é¢bu, a proto nebylo o¢ekavano tak enormni zvyseni markeru
jako u pacienta s GALT-D. Robustni z-skoére diagnosticky vyznamného markeru je

znazornéno pomoci grafu na Obr. 12 a metabolicky profil pacienta a zdravé kontroly je

zobrazen na Obr. 13.

Tetrasacharid glukosy — anee |
I 1

-5 0 5 5 20 35

Robustni z-skdre

Obr. 12: Robustni z-skore diagnosticky vyznamného markeru pacienta s glykogenosou Il
(Cerveng) a zdravych kontrol (modre).
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Obr. 13: Metabolicky profil diagnosticky vyznamného markeru (tetrasacharid glukosy) v mo¢i jiz
1é¢eného pacienta s glykogenosou Il (A) a zdravé kontroly (B).

Nové vyvinutda LC-MS/MS metoda umoznila spolehlivé rozliSeni diagnosticky
vyznamného galaktitolu od mannitolu, jenz mohou v ramci rutinné uzivané LC-MS/MS
metody koeluovat a zpusobovat tak falesné pozitivni vysledky vedouci k suspektni
galaktosémii. Tyto Sestiuhlikaté polyoly je mozné novou metodou rozlisit pomoci IS,
galaktitolu-3Cs, jenz ma shodny retenéni &as s galaktitolem (RT = 4,1), zatimco mannitol
eluuje diive (RT = 4,0) (Obr. 14).
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Obr. 14: Rozlieni galaktitolu od mannitolu pomoci galaktitolu-**Cs nové vyvinutou LC-MS/MS
metodou. Pozitivni nalez galaktitolu u pacienta s galaktosémii (A) a pozitivni nalez mannitolu
U pacienta se zvySenym piijmem mannitolu ve stravé (B).
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5 DISKUZE

Pro analyzu sacharidi a polyold v moci byla vyvinuta celd ftada metod
(Kowkabany, 1954; Zhang et al., 2009; Niaz et al., 2020), pfi¢emz se v dne$ni dobé
nejéastéji vyuziva vysoce citliva a selektivni technika GC-MS (Lee & Chung, 2006;
Engelke et al., 2010; Kubinec et al., 2018). Vysoké citlivosti je dosaZzeno pouzitim
derivatizace, ktera vSak znac¢né prodluzuje ptipravu vzorka. Po chemické upravé jsou
vsak analyty dostatecné tékavé a tepelné stabilni, a tim jsou uzpusobeny k GC-MS

analyze (Ruiz-Matute et al., 2011).

Tato technika se k analyze sacharidd a polyold vyuziva také v LDMP, OKB,
stejn¢ jako samotnd analyza (27 min). Pfesto se tato metoda v LDMP stéle uplatiuje,
jelikoz umoznuje spolehlivé rozliseni Sestiuhlikatych polyold, tedy galaktitolu, mannitolu
a sorbitolu, které v pfipad¢ rutinné uzivané LC-MS/MS metody koeluji. Z toho divodu
je nasledné nezbytné provést analyzu vzorku GC-MS metodou, aby doslo k potvrzeni
¢i vylouceni galaktosémie. V piipadé galaktosémie je v moc¢i akumulovan galaktitol,
jakozto klicovy marker tohoto onemocnéni (Palmieri et al., 1999; Panis et al., 2006;
Demirbas et al., 2019). V ostatnich pfipadech se jedna o pozitivni nalez mannitolu
¢isorbitolu, které se vmoc¢i hromadi v disledku konzumace potravin a 1éku
(Muir et al., 2009; Shawkat et al., 2012; Qin, 2018; Dash et al., 2019). Z divodu koeluce

vSak mohou zplisobovat faleSné€ pozitivni vysledek pro suspektni galaktosémii.

Diagnostika galaktosémie by méla byt provedena co nejrychleji, aby byla v¢as
zahajena 1écba, bez které by mohlo hrozit imrti pacienta. Vzhledem k ¢asové naro¢nosti
je GC-MS metoda nevhodna pro statimova vyhodnoceni, a proto jsou zavadény nové
LC-MS/MS pfistupy, které se vyznacuji rychlou piipravou vzorku a kratkou dobou
analyzy (Wamelink et al., 2005; Grebe & Singh, 2011). Pouziti této techniky zajistuje
rychlé dodani vysledkt Iékaitm, coz pfispiva ke v€asnému a spravnému stanoveni

diagnozy a tim brzkému zahéjeni 1é€by pacientt.

V poslednich letech byly vyvinuty dvé LC-MS/MS metody pro analyzu
sacharidii v mo¢i. Zuo et al., 2020 vyvinuli UHPLC-MS/MS metodu pro simultanni
analyzu Sestiuhlikatych sacharidi v rGznych biologickych matricich. Tato metoda

vykazuje pro zkoumané analyty niz$i LOD nez v této praci vyvinuta LC-MS/MS metoda,
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avsak  vyzaduje  pfedkolonovou  derivatizaci,  kterd  zahrnuje  reakci
s 3-nitrofenylhydrazinem. Qu et al., 2021 vyvinuli LC-MS/MS metodu pro analyzu
monosacharid (mimo jiné také pro péti- a Sestiuhlikaté sacharidy) v moci, ktera zahrnuje
pouziti strukturnich analogli analytd, jenz zajiStuji rozliSeni jednotlivych sacharidu.
Simultanni analyza 12 sacharidii v moci trva vice nez 20 minut a je doplnéna o slozitou
ptipravu vzorku, ktera zahrnuje mimo jiné dvoji centrifugaci. Pouziti derivatizace nebo
strukturnich analog analytu pii vyvoji LC-MS/MS metod poskytuje spolehlivé vysledky
analyzy a niz§i LOD, avsak jejich pouziti prodluzuje ptipravu vzorku a tim i rychlost

dodani vysledkd.

S cilem zjednodusit a zrychlit diagnostiku vybranych DMP byla v této préci
vyvinuta LC-MS/MS metoda, ktera umoznuje detekci 18 sacharidd (Obr. 8) a 10 polyoli
(Obr. 9) v moci za 17 min. Metoda se vyznacuje jednoduchou piipravou vzorku, ktera
zahrnuje pouze nafedéni mo¢i na koncentraci kreatininu 1 mmol-1? a ptidani smési IS.
Oproti rutinné pouzivané GC-MS metodé byla piiprava vzorku zkracena asi o 35 min.
Analyza trvajici pouze 17 min je o 10 min krat$i v porovnani s GC-MS. Vyhodnoceni,
které zahrnuje integraci pikii a kvantifikaci analytd pomoci kalibra¢ni piimky, se provadi
v programu Sciex OS, ktery je uzivatelsky piistupny a diky tomu mutize byt vysledek znam
do 10 min.

Pti vyvoji metody byly ladénim standardii ziskany -MRM piechody, které jsou
spolecné pro cel¢  skupiny isomerd (Tab. 9). Ackoliv se jedna
0 nespecifické -MRM piechody, ve vétsiné ptipadii doslo k rozliSeni isomerti. V piipadé
polyolt se vSak Ctyfuhlikaty erythritol/threitol a pétihlikaty xylitol/arabitol od sebe
nepodafilo odseparovat a nelze je tak od sebe rozliSit. Pétiuhlikaty ribitol, jakoZto
vyznamny marker onemocnéni RPIAD, SHKPD, TALDOD a TKTD ma4 retencni cas

oproti xylitolu/arabitolu jiny a eluuje samostatné (Obr. 9).

Erythritol je diagnosticky marker poruch PPD, piesnéji TKTD, TALDOD
a SHKPD. Threitol vSak diagnostickym markerem neni ak jeho elevaci v moci
pti rozvoji DMP nedochazi. Pro tato onemocnéni jsou navic znamy dalsi biomarkery,
jako je ribitol, sorbitol, perseitol, manoheptulosa a sedoheptulosa
(Tylki-Szymanska et al., 2014; Wamelink et al., 2015; Shayota et al., 2020), které 1ze
nové vyvinutou metodou spolehlivé stanovit. Diagnostika TKTD, TALDOD a SHKPD
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tedy nespociva pouze v elevaci erythritolu, nybrz také dalSich markert. Tato koeluce

proto neni tolik vyznamna.

Xylitol je diagnostickym markerem SORDD, ktery postihuje metabolismus
fruktosy. V ptipadé této DMP rovnéz dochazi ke zvySovani sorbitolu
(Wamelink & Williams, 2022), markeru, ktery 1ze pomoci nové vyvinuté LC-MS/MS
metody rozliSit. Sorbitol se vSak hojné vyskytuje v potravinach a lécich
(Zumbé et al., 2001; Muir et al., 2009; Dash et al., 2019), k jeho elevaci tak muze
dochazet i pies to, ze pacient netrpi DMP. ZvySena hladina sorbitolu v mo¢i proto mize
zpusobit falesné pozitivni vysledky, a proto by méla byt diagnéza konfirmovana analyzou

defektniho genu.

Ke zvySovani arabitolu dochézi pti zasazeni PPD. Jeho zvySenou hladinu Ize
pozorovat u RPIAD, TKTD, TALDOD, SHKPD a L-arabinosurie, avSak i pro tato
onemocnéni existuji dals$i sacharidové a polyolové biomarkery. V ptipad¢é sacharidu
dochazi k elevaci arabinosy, xylulosy, galaktosy, manoheptulosy a sedoheptulosy.
V piipadé¢ polyoli se zvySuje hladina ribitolu, sorbitolu a perseitolu
(Onkenhout et al., 2002; Huck et al., 2004; Tylki-Szymanska et al., 2014;
Wamelink et al., 2015; Shayota et al., 2020). Vzhledem k tomu, Ze pro tato onemocnéni
existuje Siroké Skala biomarkert, které 1ze nové vyvinutou LC-MS/MS metodou rozlisit,

neni koeluce xylitolu/arabitolu pro diagnostiku téchto DMP vyznamna.

V ramci separace polyolll se podafilo rozlisit Sestiuhlikaté polyoly a to diky
pouziti IS, galaktitolu-*Cs, ktery ma shodny eluéni &as s galaktitolem. Naproti tomu

retenéni ¢as mannitolu je oproti IS posunuty, jelikoz eluuje diive (Obr. 14).

Caste¢na validace metody byla provedena pro diagnosticky vyznamné
sacharidy (8), polyoly (6) a kreatinin (Tab. 7) dle doporu¢eni EMA, 2022. V ramci
validace byly provedeny experimenty tykajici se linearity a stanoveni LOD, LOQ.
Pro stanoveni téchto parametri bylo klicové uréeni ULOQ, vzhledem k tomu, Ze
jednotlivé analyty se v moci fyziologicky vyskytuji v Sirokém koncentraénim rozmezi.
Marker TALDOD, perseitol, se vmoci vyskytuje ve velmi nizkych koncentracich
(Tylki-Szymanska et al., 2014), zatimco napf. galaktosa je v moci fyziologicky pfitomna
ve vyssich koncentracich (Jansen ’ et al., 1986) (Tab. 6). Na zaklad¢ analyzy kalibra¢nich
pfimek bylo stanoveno LLOQ, LOD a LOQ pro jednotlivé analyty. Nové vyvinuta
LC MS/MS metoda vykazuje velmi nizké LOD a LOQ pro vSechny diagnosticky
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vyznamné analyty a zaroveii vybornou linearitu analyti (R? > 0,99). V budoucnu bude
validace nové vyvinuté LC-MS/MS metody dokoncena, bude stanovena spravnost

a piesnost, pienos vzorku (carry-over), matricové efekty a stabilita.

Nové vyvinuta LC-MS/MS metoda byla aplikovana na vzorky pacientl
S GALT-D, GALK-D a GSD 1A, 1B, 2, 3 a 9. U pacientd s GALT-D a GSD2 byly
diagnosticky vyznamné markery kvantifikovany a statisticky vyhodnoceny pomoci
z-skore, které znazornuje distribuci analytd pacientt a zdravych kontrol (Obr. 10, 12).
Timto pfistupem byly diagnézy pacientti konfirmovany. Metabolické profily pacientl

s DMP byly porovnéany se zdravou kontrolou.

Srovnani metabolického profilu pacienta s klasickou galaktosémii se zdravou
kontrolou je znazornéno na Obr. 11, ve kterém byl diagnosticky vyznamny marker
galaktitol detekovan o 2 fady vyssi v porovnani se zdravou kontrolou. Galaktosa, druhy
diagnosticky vyznamny marker, byla detekovana o tad vyssi proti zdravé kontrole.
Extrémni zvySeni téchto analytl souvisi se skutecnosti, Ze vzorek moci byl pocatecni
a pacient jesté¢ nepodstupoval 1é¢bu, cemuz odpovida i robustni z-skore pacienta, které

bylo vyznamné vyssi oproti zdravym kontrolam (Tab. 12, Obr. 10).

U pacienti s GSD2 dochazi k akumulaci pomérn¢ nedavno objeveného
biomarkeru, Glc4, ktery v roce 2005 pii své studii pozorovali An et al. O par let pozdé&ji
tento nalez u pacientli s GSD2 prokazali také Manwaring et al., 2012. V této praci byl
Vv piipad¢ vybraného pacienta s GSD2 zvySeny marker rovnéz pozorovan (Tab. 12,
Obr. 12). Z-skére Glc4 u pacienta vuci zdravym kontrolam vSak nebylo zvySeno
enormng, jako tomu bylo v ptipad¢ pacienta s GALT-D. Diivodem muze byt skute¢nost,
ze vzorek moci nebyl pocatecni a pacient jiz podstoupil 1écbu, diky které doslo ke snizeni
elevace diagnostického markeru v mo¢i a zmirnéni klinickych projevii. Metabolicky

profil pacienta vuci zdravé kontrole nalez potvrdil (Obr. 13).

Aplikace nové vyvinuté LC-MS/MS metody na vzorky pacientll byla uspéSna
a potvrdila tak schopnost metody rozlisit galaktitol od mannitolu a sorbitolu, diky cemuz

je mozné ji uplatnovat pro diagnostiku galaktosémie.
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6 ZAVER

V teoretické ¢asti této prace byla vypracovana literarni reSerSe o vybranych poruchach
metabolismu sacharidii vyznacujicich se zvySenymi hladinami charakteristickych
sacharidil a polyoll v moci. Zaroven byly zpracovany dosavadni poznatky o analytickych

technikach, které se zabyvaji analyzou sacharidu a polyoli.

Prakticka cast prace se zabyvala vyvojem LC-MS/MS metody pro simultanni
analyzu Sirokého spektra sacharidi a polyold v moci (celkem 28). Diky této nové
vyvinut¢ metod¢ je mozné diagnostikovat vice nez 20 onemocnéni, které¢ postihuji
pentosafosfatovou drahu, transport glukosy, metabolismus galaktosy, fruktosy
a glykogenu. V porovnani s rutinné¢ vyuzivanou GC-MS metodou je nové vyvinuta
LC-MS/MS metoda méné ¢asové naro¢na. Doba piipravy vzorku byla zkracena ze 40 min
na 5 min a doba trvani analyzy z 27 min na 17 min. Vyhodou je spolehlivé rozliseni
Sestiuhlikatych polyoli V mo¢i pomoci galaktitolu-13Cs, diky emuz je mozné ji vyuzivat
jako druhostupniovou metodu pro diagnostiku galaktosémie nebo vylouceni této diagnozy

Vv piipad¢ jeji suspekce.

Metoda prosla ¢astecnou validaci, pfi niz byl v rameci linearity stanoven pracovni
rozsah, véetné uréeni LOD a LOQ. Hodnoty spolehlivosti (R?) pro vybrané analyty byly
>0,99. Metoda byla aplikovana na vzorky pacientli s vybranymi DMP. Vizualizace zmén
v hladinach diagnosticky vyznamnych markerd pacienti byla provedena pomoci
robustniho z-skoére v programu GraphPad Prism. Metabolické profily pacienti s DMP
byly porovnany se zdravymi kontrolami. Pomoci z-skore a metabolickych profili byly

diagnozy pacientli konfirmovany.

V budoucnu bude validace LC-MS/MS metody dokon¢ena a nasledné bude
metoda zavedena K rutinni diagnostice poruch metabolismu sacharidi v LDMP, OKB,

FN Olomouc.
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6-PG
CE
CXP
DHAP
DMP
DP

EC
EMA
EP
Ery-4-P
ESI
FBS
FDA
FN
Fru-1-P
Fru-6-P
Gal-1-P
GALE
GALE-D
GALK1
GALK-D
GALM

GALM-D

8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

6-fosfoglukonat

kolizni energie

potencial na konci kolizni cely
dihydroxyacetonfosfat
dédi¢né metabolické poruchy
deklastracni potencial
Enzyme Commission number
European Medicines Agency
vstupni potencial
erythrosa-4-fosfat

ionizace elektrosprejem
Fanconi-Bickeliv syndrom
Food and Drug Administration
Fakultni nemocnice
fruktosa-1-fosfat
fruktosa-6-fosfat
galaktosa-1-fosfat
UDP-galaktosa-4"-epimerasa
galaktosémie typu III
galaktokinasa

galaktosémie typu II
galaktosamutarotasa

galaktosémie typu IV
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GALT
GALT-D
GC
GC-MS
GDE
GGM
Glc-1-P
Glc4
Glc-6-P
Glc-6-Pasa
GLUT
Gly-3-P
GLYS
GSD
GSD1A
GSD1B
GSD2
GSD3
GSD4
GSDYA1
GSD11
HFI
HILIC

HPLC

galaktosa-1-fosfaturidylyltransferasa
galaktosémie typu |

plynova chromatografie

plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

glykogen odvétvovaci enzym
malabsorpce glukosy/galaktosy
glukosa-1-fosfat

tetrasacharid glukosy
glukosa-6-fosfat
glukosa-6-fosfatasa

pomocny pienase¢ glukosy
glyceraldehyd-3-fosfat

renalni glykosurie

glykogenosa

glykogenosa la

glykogenosa Ib

glykogenosa 11

glykogenosa Il

glykogenosa IV

glykogenosa 1Xa

glykogenosa XI

hereditarni intolerance fruktosy
hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie

vysokouc€innd kapalinova chromatografie
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HQC

IUPAC
KEGG
KHK
LC
LC-MS

LC-MS/MS

LDH
LDMP
LLOQ
LQC
m/z

MF
MQC
MRM
MS
MS/MS
NP-HPLC
OMIM
OKB
PC

PG

PGM

vysoké vzorky kontroly kvality

interni standard

International Union of Pure and Applied Chemistry
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
ketohexokinasa

kapalinova chromatografie

spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

spojeni  kapalinové  chromatografie s

spektrometrii

laktatdehydrogenasa

Laboratot dédi¢nych metabolickych poruch
spodni limit kvantifikace

nizké vzorky kontroly kvality

pomé&r hmotnosti ku néboji

mobilni faze

sttedni vzorky kontroly kvality

sledovani mnoha reakci

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie
vysokoucinna kapalinova chromatografie s normalni fazi
Online Mendelian Inheritance in Man
Oddéleni klinické biochemie

papirova chromatografie
glykogenfosforylasa

fosfoglukomutasa
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PHK fosforylasakinasa

PNTSU pentosurie

PPD pentosafosfatova draha
QC vzorky kontroly kvality
R korela¢ni koeficient

R? hodnota spolehlivosti

Ribo-5-P ribosa-5-fosfat
Ribu-5-P ribulosa-5-fosfat

RP-HPLC vysokoucinnd kapalinovéa chromatografie s reverzni fazi

RPIAD deficit ribosa-5-fosfat isomerasy
RT retenni ¢as

S/IN pomér signalu k Sumu

SGLT Na* dependentni pfenaseé¢ glukosy

SHPKD deficit sedoheptulokinasy
SORDD deficit sorbitoldehydrogenasy
SMD Sigmatrix moc¢ovy diluent

TALDOD deficit transaldolasy

TKL transketolasa
TKTD deficit transketolasy
TLC tenkovrstevna chromatografie

UDP-Gal uridindifosfatgalaktosa
UDP-Glc uridindifosfatglukosa
ULOQ horni limit kvantifikace

Xylu-5-P xylulosa-5-fosfat
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9 PRILOHY

Ptiloha 1: Tabulka se systematickymi nazvy enzymu.

Trivialni/Bézné€ uzivany nazev

Systematicky ndzev

1, 4- a-glukan vétvici enzym

(1->4)-a-D-glukan:(1->4)-a-D-glukan 6-a-D-[(1->4)-
a-D-glukano]-transferasa

4-a-glukanotranferasa

(1->4)-a-D-glukan:(1->4)-a-D-glukan 4-a-D-
glykosyltransferasa

6-fosfoglukonatdehydrogenasa

6-fosfo-D-glukonat:NADP* 2-oxidoreduktasa

6-fosfoglukonolaktonasa

6-fosfo-D-glukono-1,5-lakton laktonohydrolasa

Aldolasa B

D-fruktosa-1,6-bisfosfat D-glyceraldehyd-3-fosfat-
lyasa

Amylo-1,6-glukosidasa

D-glukosa-6-fosfatfosfohydrolasa

Fosfoglukomutasa

a-D-glukosa-1,6-fosfomutasa

Fosforylasa kinasa

ATP:fosforylasa-b-fosfotransferasa

Fruktokinasa

ATP:D-fruktosa-6-fosfotransferasa

Galaktokinasa

ATP:a-D-galaktosa-1-fosfotransferasa

Galaktosa mutarotasa

Aldosa-1-epimerasa

Galaktosa-1- UDP-a-glukosa:a-D-galaktosa-1-
fosfaturidylyltransferasa fosfaturidylyltransferasa
Glukokinasa ATP:D-glukosa-6-fosfotransferasa

Glukosa-1-fosfaturidylyltransferasa

UTP:a-D-glukosa-1-fosfat uridylyltransferasa

Glukosa-6-fosfatisomerasa

a-D-glukosa-6-fosfat-aldosa-ketosa-isomerasa

Glukosa-6-fosfatasa

D-glukosa-6-fosfat-fosfohydrolasa

Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa

D-glukosa-6-fosfat:NADP* 1-oxidoreduktasa

Glykogenfosforylasa

(1->4)-0-D-glukan:fosfat-a-D-glukosyltransferasa

Glykogensyntasa

UDP-a-D-glukosa:glykogen-4-a-D-
glukosyltransferasa

Ketohexokinasa

ATP:D-fruktosa-1-fosfotransferasa

Laktasa

-D-galaktosid-galaktohydrolasa

Laktatdehydrogenasa

(S)-laktat:NAD* oxidoreduktasa

L-arabinodehydrogenasa

L-arabinitol:NAD* 4-oxidoreduktasa

L-xylulosareduktasa

xylitol:NADP* 4-oxidoreduktasa

Ribosa-5-fosfatisomerasa

D-ribosa-5-fosfat-aldosa-ketosa-isomerasa

Ribulosa-5-fosfatepimerasa

D-ribulosa-5-fosfat 3-epimerasa

Sacharasa

B-D-fruktofuranosid-fruktohydrolasa

Sorbitoldehydrogenasa

L-iditol:NAD™ 2-oxidoreduktasa

Transaldolasa

sedoheptulosa-7-fosfat:D-glyceraldehyd-
3-fosfatglycerontransferasa

Transketolasa

sedoheptulosa-7-fosfat:D-glyceraldehyd-
3-fosfatglykolaldehydtransferasa

Triokinasa

ATP:D-glyceraldehyd-3-fosfotransferasa

UDP-galaktosa-4"-epimerasa

UDP-a-D-glukosa-4-epimerasa

a-1,4-glykosidasa

a-D-glukosid-glukohydrolasa
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