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SOUHRN

Dé&diéné metabolické poruchy purinové de novo syntézy (PDNS) tvofi skupinu
onemocnéni s raritnim vyskytem. Pocet pacientii se pohybuje v jednotkach,
maximaln¢ desitkéch, a to celosvétové. Komplikovanost diagnostiky je dana jednak
nespecifickymi klinickymi pfiznaky, ale zejména neexistenci analytickych metod
vzhledem k nedostupnosti standardi metaboliti PDNS.

Prvni c¢ast disertatni prace je vénovana vyuziti techniky hmotnostni
spektrometrie s vysokym rozliSenim k charakterizaci doposud nepopsaného
fragmentacniho chovani meziproduktii PDNS a jejich defosforylovanych forem. Tyto
latky byly piipraveny pomoci bakteridlnich rekombinantnich proteind ¢i chemickou
syntézou. Bylo zjisténo, ze u vétSiny téchto metabolitlh dochdzi v prvnim stupni
fragmentace (MS?) ke Stépeni glykosidové vazby. Vyjimku tvofily prvni &tyfi
ribotidy drahy PDNS, u nichz dochazelo pfednostné ke ztrateé vody, fosfatové skupiny
nebo $tépeni vznikajiciho purinového skeletu. Fragmentace byla provedena do 3.-6.
stupné a ziskana hmotnostni spektra byla uspofadédna do formy spektralnich stromd.
Déale byla vyvinuta metoda kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
detekci, ktera byla aplikovana na CRISPR-Cas9 editované Hela bunky deficitni
Vv jednotlivych enzymech PDNS. Identita syntetizovanych meziproduktii PDNS byla
ovéfena porovnanim jejich fragmentacnich spekter se spektry analogickych
metabolitil, které byly produkovany bunikami. K potvrzeni fragmenta¢niho chovéni
metaboliti PDNS bylo pouZito izotopové znaceni béhem kultivace bunék. Ptistup
muze byt uplatnén pii diagnostice poruch PDNS, studiu purinosomu, vyzkumu
rakoviny, enzymovych kinetickych studiich a dalsich.

V ramci druhé ¢asti disertacni prace byly studovany zmény v metabolomickém
profilu CRISPR-Cas9 editovanych HeLa bun¢k, deficitnich v jednotlivych enzymech
PDNS. Pro komplexni charakterizaci metabolomického profilu buné¢nych linii byla
pouzita kombinace necilen¢ho a cileného piistupu metabolomické analyzy. Obé byly
provedeny pomoci ultrau¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Ziskand data byla vyhodnocena metodami jedno-
a vicerozmérné statistické analyzy. Data z cilené analyzy byla zpracovana

programem Cytoscape pro jejich lepsi vizualizaci. Identita vyznamnych metabolit



Znecilené analyzy byla potvrzena fragmentaci. Ke statisticky vyznamnym
metabolickym zménam vsech PDNS-deficitnich linii v porovnani s kontrolou pattily
predev§im meziprodukty PDNS. Navzdory vyznamnym zméndm v purinovém
metabolismu nedoslo u PDNS-deficitnich bun¢k k posunu energetického naboje
mimo fyziologické rozmezi. Dale byly pozorovany zmény v hladindch pyrimidindg,
acylovanych karnitinti a metabolitd jednouhlikového metabolismu. Zjisténé zmény v
metabolomu PDNS-deficitnich bunék mohou predstavovat obdobné zmény
nastavajici u pacientt trpicich poruchami PDNS, a mohou pomoci pii studiu téchto

neptili§ prozkoumanych chorob.

Klicova slova: metabolomika, hmotnostni spektrometrie, fragmentace, strukturni
identifikace, spektralni stromy, purinova de novo syntéza, HelLa bunky, dédicné

metabolické poruchy.



SUMMARY

Defects in purine de novo synthesis are a group of rare inherited metabolic
disorders. In total, number of patients does not exceed one hundred worldwide.
Diagnosis is complicated due to nonspecific clinicals signs but especially because of
analytical reasons (sensitivity) and commercial unavailability of standards of PDNS
metabolites.

The first part of the dissertation was devoted to the characterization of
fragmentation behavior of intermediates of PDNS and their dephosphorylated
analogues by means of mass spectrometry which has not been described so far. These
compounds were synthesized with the use of bacterial recombinant enzymes or by
chemical synthesis. Except for four initial ribotide PDNS intermediates that preferred
losing water, phosphate or cleave forming base of purine ring, all the other
metabolites studied cleaved the glycosidic bond in the first fragmentation stage.
Fragmentation was possible to 3"-6™ stages and acquired mass spectra were
organized into spectral trees. Liquid-chromatography-high resolution mass
spectrometric method was developed and applied in the analysis of CRISPR-Cas9
genome-edited HelLa cells deficient in individual steps of PDNS and salvage
pathway. Fragmentation patterns of synthesized metabolites of PDNS were compared
with those produced by the cells to confirm the identity of newly synthesized
metabolites forming during pathological conditions of both known and theoretical
defects of PDNS. Use of stable isotope labelling enabled confirmation of
fragmentation mechanisms. The approach might be applicable in diagnosing PDNS
deficits, enzyme kinetic studies, formation of purinosomes, cancer research and
others.

The second part of the dissertation describes metabolic changes of CRISPR-
Cas9 genome-edited HelLa cells which were also used in the first study. High
performance liquid chromatography coupled with high resolution tandem mass
spectrometry were used for both targeted and untargeted metabolomic analyses. Data
from the targeted analysis were processed in Cytoscape to better visualize metabolic
pathways that were affected the most. Fragmentation analysis was conducted for

statistically significant features from the untargeted analysis. The most statistically



significant metabolites found in the deficient cell lines compared to controls were the
intermediates of PDNS preceding the defective enzyme. Cellular adenylate energy
charge of PDNS deficient cells was not deviated out of physiological range compared
to controls despite altered pool of adenine and guanine nucleotides. Changes were
detected also in the levels of pyrimidines, acylcarnitines, and metabolites of one
carbon metabolism. Metabolic changes found in HelLa cells deficient in PDNS
represents a model of changes that might be analogical in the cells of patients, and it

could be beneficial in understanding these still not well-known enzyme defects.

Keywords: metabolomics, mass spectrometry, fragmentation, structural elucidation,

spectral trees purine de novo synthesis, HelLa cells, inherited metabolic disorders.
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1 UVOD

Purinova de novo syntéza (PDNS) je jednou z nejstarSich a stéZejnich
metabolickych drah, kterd zevoluéniho hlediska vykazuje vysoky stupen
konzervace. U savci je PDNS sledem deseti enzymovych reakci, kdy postupné
dochazi k pfeméné fosforibosylpyrofosfatu (PRPP) na inosinmonofosfat (IMP)
pomoci Sesti enzymu (tfi enzymy jsou multifunkéni). Purinové nukleotidy jsou
nezbytnou soucasti informacnich molekul (DNA, RNA), podili se na bunétné
signalizaci, jsou hlavnim zdrojem bunécné energie (fosforylované nukleotidy),
funguji jako substraty a koenzymy naprosté vétSiny metabolickych reakei.
Vzhledem k energetické naroc¢nosti PDNS je potfebné mnozstvi purinovych
nukleotidi preferencné zajistovano pomoci zachranné (salvage) drahy purint.
Hlavni roli pievezme PDNS v G1/S-fazi bunééného cyklu a pii bunécném déleni.

Doposud byly popsany tii geneticky podminéné metabolické poruchy
PDNS sraritnim vyskytem. Jednd se o deficit enzymu adenylosukcinatlyasy
(ADSL, EC 4.3.2.2, OMIM 103050), AICA ribosidurii (deficit ATIC, EC 2.1.2.3
a 3.5.4.10, OMIM 608688) a nedavno popsany deficit PAICS (EC 4.1.1.21 a
6.3.2.6, OMIM 619859). Tyto poruchy se projevuji neurologickymi problémy,
jako jsou mentalni retardace, epileptické zachvaty, slepota, autistické chovani
a jiné. Existence dalSich geneticky podminénych poruch této metabolické drahy
zatim nebyla potvrzena, ale je vysoce pravdépodobna. Nizky pocet
diagnostikovanych pacientii miize byt dan tim, ze 1) enzymovy defekt nezpiisobi
zavazné klinické projevy 2) enzymovy defekt je naopak neslucitelny
s embryonalnim vyvojem 3) diagnostické/screeningové metody jsou narocné a
drahé, coZ znemoziuje jejich béZné pouziti.

Tato prace byla vénovdna hmotnostné-spektrometrické charakterizaci
meziprodukt PDNS a jejich defosforylovanych forem. Ziskané informace byly
vyuzity pii kombinované (cilené a necilené) metabolomické analyze CRISPR-
Cas9 editovanych HeLa bunétnych liniich, defektnich v jednotlivych krocich

PDNS, které predstavuji prvni lidské bunééné modely lidské modely pro znama
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I potencialni onemocnéni PDNS. Nalezené rozdily v metabolomickém profilu

jednotlivych PDNS deficitnich bunéénych linii jsou popsany a diskutovany.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Metabolomika

Metabolomika je veédni disciplina, ktera se zabyva studiem
nizkomolekularnich latek v biologickych systémech. Tento soubor malych
molekul (do molekulové hmotnosti 1500 Da) v biologickém systému (napf. burice,
tkani, organu ¢i organismu) V daném Case se nazyvd metabolom a byl poprvé
definovan v roce 1998 [1].

Metabolom je tvofen jednak endogennimi metabolity, které vznikaji
V ramci anabolickych a katabolickych metabolickych drah v organismu, a také
exogennimi metabolity, které pochdzi z vnéjSiho prostiedi (naptf. polutanty,
1é¢iva). Slozeni metabolomu je tedy velice komplexni, mimo genotypu odréazi také
vliv zivotniho prostfedi, mikrobiomu a pijmu cizorodych latek (napf. dopliky
stravy, 1é€iva, kosmetika). Lidsky metabolom je tvofeny vice jak 30 000 latkami
(napt. nukleotidy, aminokyseliny, sacharidy), a tém¢et 100 000 latkami, pokud
zapocitame i exogenni metabolity [2].

Metabolomika spoleéné¢ s genomikou, transkriptomikou, proteomikou
a lipidomikou tvofi soubor tzv. ,,omickych“ véd (Obr. 1). Genom je pomérné staly
soubor kédujicich a nekddujicich sekvenci DNA, transkriptom vznikd ptfepisem
casti DNA (z DNA do mediatorové RNA — mRNA), a prekladem (translaci)
mRNA vznikaji proteiny, které spolecné tvoti proteom. Aktivitou ¢asti proteomu
(enzymil) vznikaji metabolity. Lipidomika byla ptivodn¢ soucasti metabolomiky,
dnes jiz tvoti samostatnou védni disciplinu, zabyvajici se studiem lipidd. Na rozdil
od transkriptomu a proteomu dokaze metabolom (spole¢n¢ s lipidomem) ptesnéji

charakterizovat aktualni zmény v metabolickych drahach [3].



/ genom DNA
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Obrazek 1. Schéma propojeni ruznych ,,omickych® ved jako je genomika,

transkriptomika, proteomika a metabolomika (upraveno podle [4]).

2.1.1 Metabolomické pristupy

V dnes$ni dobé se v metabolomice rozliSuji tfi pfistupy: cilend, ,,semi-
targeted“ a necilend analyza. Hlavni rozdily spo€ivaji zejména v poctu

analyzovanych metaboliti, stupni kvantifikace ¢i naro¢nosti ptipravy vzorku.

Cilena a ,.semi-targeted‘ metabolomika

Tyto dva typy metabolomickych pfistupt 1ze obecné charakterizovat jako
kvantitativni (v pfipadé ,,semi-targeted” analyzy semikvantitativni) analyzy
zamétené na mensi skupiny metaboliti (aminokyseliny, acylkarnitiny, nukleotidy
aj.), které jsou predem vybrany a hledany ve vzorku. Na zaklad¢ znalosti
chemickych vlastnosti mefenych metaboliti byva piiprava vzorku ptizpiisobena
tak, aby extrak¢ni G¢innost byla co nejvyssi a také aby dochéazelo k co nejmensimu
vlivu matrice. Informaci o analyzovanych metabolitech se dale vyuziva pii vybéru
nejvhodnéjs$i analytické metody Kk dosazeni vysoké selektivity, citlivosti

a presnosti. Analyza vybranych metaboliti je nejcastéji provaddéna s pomoci
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hmotnostnich spektrometrii s trojitym  kvadrupdlem (QqQ) ve spojeni
s vysokouéinnou kapalinovou chromatografii (UHPLC — Ultrahigh Performance
Liquid Chromatography) nebo kapilarni elektroforézou. Trojity kvadrupdlovy
analyzator vétSinou pracuje v modu ,,multiple-reaction monitoring* (MRM). Prvni
kvadrupol slouzi k vybéru matefského molekulového iontu (metabolitu), ve
druhém kvadrupdlu dochazi k jeho fragmentaci, a ve tfetim kvadrupoélu je vybran
fragment s nejvyssi intenzitou, ktery je poté detekovan. Kazdy metabolit vyzaduje
jiné nastaveni kvadrupoli. Zménou téchto parametrti pro jednotlivé metabolity
vznikd cyklus MRM ptechodli, béhem kterého jsou postupné méteny vSechny
metabolity. Optimalni nastaveni kvadrupoli pro konkrétni metabolit je ziskano
analyzou certifikovaného standardu. Vysokou selektivitu, piesnost a absolutni
kvantifikaci poskytuji metody kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS), které¢ vyuzivaji izotopove
znaCenych internich standardi pfedstavujici analoga méfenych metaboliti.
Vyhodou cilené a semi-targeted metabolomiky je rychlost zpracovani dat, jelikoz
je identita metabolitd pifedem znama. Nevyhoda spociva v omezeném poctu

méfenych metabolitt [5], [6].

Necilena metabolomika

Necilena analyza je nejvhodnéjsim nastrojem k nalezeni novych metabolitt
¢1 biomarkeri onemocnéni, jelikoZ je zaloZena na méteni Sirokého spektra latek
dan¢ho biologického systému. Informace o specifickych metabolitech a jejich
biologické vyznamnosti neni a priori znama, ¢emuz odpovida volba pfipravy
vzorku 1 pouzité analytické metody. Priprava vzorku casto spociva pouze
V prostém nafedéni a/nebo vysrazeni proteinti vhodnym rozpoustédlem, protoze
metabolitd. K nejpouzivanéjsi analytické metodé patii LC-MS diky schopnosti
detekce sirokého spektra analytt. K detekci jsou nejéastéji pouzivany hmotnostni
spektrometry s vysokym rozliSenim (napt. Orbitrap, analyzator doby letu - TOF)
nebo nuklearni magnetickd rezonance (NMR). Oproti cilené a ,,semi-targeted

metabolomice je pfesnost a spravnost méteni nizsi, ale tento fakt je kompenzovan
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vyhodou detekce velkého poctu metabolith. Ve vysledku jsou ziskéna
semikvantitativni data. Nejnaro€néjsi ¢asti necilené metabolomiky je identifikace

metabolitd, ktera piedstavuje hlavni limitujici faktor celé analyzy [5], [7], [8].

2.1.2 Metabolomick4 analyza

Vzhledem ke komplexnosti metabolomu je nezbytné definovat cil studie
tak, aby mohl byt zvolen co nejvhodnéjsi analyticky pfistup. Neexistuje zadna
analytickd metoda, kterd by ve studovaném biologickém systému byla schopna
detekovat cely metabolom, zddvodu jak fyzikalné-chemické variability
metabolitli, tak jejich vyskytu v Sirokém koncentraénim rozmezi. Tento problém
je Casto fesen vicestupiiovou extrakci vzorku nebo pouZzitim riiznych analytickych
pristupt [9]. V metabolomice jsou v soucasné dob¢ nejvice pouzivané separacni
metody kapalinové chromatografie (LC), plynové chromatografie (GC) a kapilarni
elektroforézy (CE) spojené s hmotnostni detekci. Analyzou pomoci LC-MS lze
detekovat Siroké spektrum metabolitll (napf. aminokyseliny, organické kyseliny,
nukleotidy, acylkarnitiny, sacharidy aj.), proto patii k nejpouzivanéjsi kombinaci
v metabolomickych studiich [10]. Pro separaci polarnich metabolitii je vhodna
hydrofilni interak¢éni chromatografie (HILIC), méné polarni a nepolarni metabolity
byvaji separovany chromatografii na reverzni fazi (RPLC) [11]. GC je vhodna pro
analyzu t€kavych metabolit, spiSe polarnich [12]. Nabité latky lze separovat
metodou CE [13].

Po chromatografickém rozdéleni jsou metabolity analyzovany
ve hmotnostnim spektrometru ve formé pozitivnich a/nebo negativnich molekul
(iontil) a jsou separovany na zakladé¢ poméru hmotnosti a naboje (m/z). Vzorek lze
do hmotnostniho spektrometru aplikovat i bez predchozi chromatografické
separace, napt. metodou piimé infuze (DI — Direct Infusion) nebo pritokovou
injekéni analyzou (FIA — Flow Injection Analysis). Pro vznik iontil bylo vyvinuto
nékolik ionizac¢nich technik, které se 1i$i mirou dodané energie pro ionizaci (tvrdé
a mekké techniky) a podminkami pro vznik iontl (vakuum nebo atmosfericky tlak)

[14].



V metabolomice je nejvice pouzivana technika ionizace elektrosprejem
(ESI - Electrospray lonization), ptedstavena v roce 1989 [15]. Vzhledem k nizké
molekulové hmotnosti metaboliti vznikaji pi1 ESI vétSinou jednonasobné nabité
ionty (protonované molekuly, adukty, fragmenty, artefakty atd.). VSechny tyto
formy jednoho metabolitu jsou oznacovany jako ,features” a nalezi jednomu
chromatografickému piku. ESI ionizaci je tedy vytvoreno velké mnozstvi features,
ovSem pocet detekovanych metabolitii je redln€ niz§i. Proto existuji programy,
které redukuji objem dat diky sdruzovani features jednotlivych metabolitti. Patii
mezi né napi. Compoud Discoverer (Thermo Fisher Scientific, USA), mzMine
[16], CAMERA [17]. Features jsou poté¢ prohledavany a pfifazovany pomoci
metabolomickych databazich jako je naptiklad HMDB [2], Metlin [18], mzCloud
(https://mzcloud.org/), LipidMaps (www.lipidmaps.org), ChemSpider
(http://www.chemspider.com/). Na tomto misté¢ se vyznamné projevuje role
pouziti hmotnostniho spektrometru s vysokym rozliSenim (HRMS). Se zvySujicim
se rozliSenim klesa pocet prifazovanych molekul z databaze. S rostouci hodnotou
m/z poCet piifazenych moznosti naopak roste. I pii méfeni s odchylkou nizsi jak
1 ppm Ize vzdy dosahnout pouze 2. - 4. Grovn¢ identifikace (arovn¢ identifikace
jsou detailné popsany v nasledujici kapitole). Existuji sice hmotnostni
spektrometry na principu orbitalni pasti s Fourierovou transformaci signalu, které
dosahuji rozliseni az 500 000 FWHM (Full Widht at Half Maximum — §itka piku
V polovin¢ vysky), ovSem vzdy je to na tukor delsiho ¢asu skenovani a nizsiho
poctu bodu na pik. To nasledn€ puisobi potize pii detekci a kvantifikaci pika [19].
Pocet metabolitl, které nabizi databaze ke kazdé m/z 1ze také snizit diky znalostem
enzymovych premén studovaného metabolomu, které predstavuji definovany zisk
¢i ztratu atomil mezi substratem a produktem enzymové reakce. Dale mohou byt
filtrovany metabolity, které z chemického hlediska pti ionizaci nemohou vznikat
[20].

V roce 2007 bylo definovano tzv. sedm zlatych pravidel pro identifikaci
metabolit, které pracuji napf. s maximalnim poctem atomut uhliku dle velikosti
molekuly, izotopovym zastoupenim, definovanym pomérem vodiku a uhliku,

informaci vychazejici zpoétu vazeb vmolekule a daldimi [21]. Sance



na identifikaci struktury nezndmého metabolitu se také zvySuje pouzitim
vicestupniovych fragmentacnich spekter. Relativni zastoupeni dcefinych iontl
a jejich m/z tvoti otisk molekularni struktury prekurzoru. Tyto informace lze vyuzit
k identifikaci prekurzoru i dcefinych iontd bud’ na zakladé porovnani s daty
ve spektralnich databazich nebo s pomoci programti umoziujici in silico

fragmentaci molekul (napt. MassFrontier) [7], [22].

2.1.3 Strukturni identifikace

Jak uz bylo zminéno dfive, strukturni analyza a identifikace metabolitl jsou
hlavnim limitujicim faktorem necilené metabolomické studie. V roce 2007
predstavila Metabolomic Standard Initiative (MSI) pravidla pro uréovani Ctyft
urovni identifikace latek v metabolomice s cilem tfidit a publikovat i latky,
U kterych je mozna pouze Céstecnd identifikace nebo které zatim identifikovat
nelze viubec (Tab. 1) [23]. Pro jednozna¢nou identifikaci latky (aroven 1) je
zapotiebi porovnat dvé nebo vice nezavislych ortogonélnich vlastnosti, jako je
reten¢ni Cas (tr) S pfesnou hodnotou m/z nebo s fragmenta¢nim spektrem
(MS/MS), se standardem dané latky, analyzovanym za stejnych analytickych
podminek. Pokud se pro porovnani pouziji data standardu méfené¢ho v jiné
laboratofi, spolehlivost identifikace se snizi na uroven 2. Pro analyzu izomert je
nutné aplikovat vhodnou separacni metodu, ktera zajisti jejich jednoznacnou
identifikaci, jelikoZ jsou vySe uvedend pravidla v tomto ptipadé nedostacujici.
Limitaci identifikace na urovni 1 je tedy dostupnost standardu studované latky
[23].

Ve druh¢ a tfeti Grovni je latka identifikovana na zékladé porovnani jedné
¢i vice vlastnosti (tr, m/z, MS/MS) s daty naméfenymi v jinych laboratofich
za odlisnych podminek méfeni. U latek analyzovanych metodou GC ve spojeni
S hmotnostni  spektrometrii (GC-MS) Ize latku jednoduse identifikovat
porovnanim s daty ze spektrdlnich knihoven (napf. NIST) vzhledem
k reprodukovatelnosti dat. Pouzivana metoda ionizace narazem elektronti u této
analytické techniky totiz poskytuje vysoce uniformni (reprodukovatelnd)

fragmentacni spektra. V pripadé LC-MS dat je porovnavana piesnd hodnota m/z



v kombinaci stk a MS/MS s experimentalnimi/ in silico daty ve spektralnich
databazich (napt. HMDB, Metlin, mzCloud, LipidMaps)[23].

Ve ¢tvrté urovni se neznamé (neidentifikovatelné) latky rozdéluji na dveé

skupiny, tzv. ,,known unknowns* a ,,unknown unknowns*. Pokud je latka nazvana

jako ,.known unknown®, jeji spektra se nachdzi v databdzi, ovSem latka neni

identifikovana. V ptipad¢ ,,unknown unknown‘ latky se jednd o novy metabolit,

ktery doposud nebyl popsan. Fragmentacni spektra nelze porovnat, protoze se

v databazich nenachazi. I ptes nemoznost identifikace latek zatazenych do urovné

4 je ptinosné data publikovat a sdilet nové v databazich [23].

Tabulka 1. Urovné identifikace latek dle Metabolomic Standard Initiative.

Uroven

Spolehlivost identifikace

Charakteristika

1

Identifikovana latka

Porovnani  minimalné¢  dvou
nezavislych ortogonalnich
vlastnosti se standardem (napft. tr
a hmotnostni  spektrum, NMR
spektrum a tr, pfesna hmota

a izotopové slozeni).

Domnéle identifikovana latka

Neexistuje standard, porovnani
na zaklad¢ fyzikalné-chemickych
vlastnosti a strukturni podobnosti
S dostupnymi spektry
(ve spektralnich databazich,
odbornych publikacich atd.).

Domnéle

skupina latek

identifikovana

Porovnani fyzikéalné-chemickych
vlastnosti a strukturni podobnosti
se znamymi latkami nalezici

do stejné chemické skupiny.

Neznama latka

Latku nelze identifikovat ani

klasifikovat.




Spektralni stromy

Pti procesu identifikace nezndmé molekuly milZeme pracovat také
s informacemi obsaZzenymi v tzv. spektralnich stromech. Jednd se o intuitivné
organizované soubory vicestupiiovych tandemovych hmotnostnich spekter
(www.mzcloud.org, HighChem, SK). Kazda molekula vytvaii rizna hmotnostni
spektra v zavislosti na technice fragmentace a pouzité kolizni energii. Spektralni
strom obsahuje tii ¢asti (Obr. 2). Prvni ¢ast je uroven fragmentace, ktera odpovida
urovni fragmentace (MS"). Dalsi je ,,vétev, ktera piedstavuje hodnotu m/z
prekurzorového iontu a spojuje uroven s uzlem. Tteti ¢asti je uzel, ktery obsahuje
vSechna spektra dcefinych iontt, pochazejici z prekurzorového iontu. Tato spektra
jsou meéfena pii rizném rozliSeni, riznymi fragmentaénimi technikami (HCD —
vysokoenergeticka kolizni disociace, CID — kolizi indukovana disociace, PQD —
pulzni disociace) a byva aplikovéno také Siroké spektrum koliznich energii pro
ziskani co nejbohatSich spekter. Diky tomu, Ze jsou pifi méteni spekter pouzivany
rizné podminky méfeni (nastaveni instrumentace), eliminuje se problém
s reprodukovatelnosti dat.

Vibec nejveétsi vyhoda spektralnich stromi spociva v mozZnosti
castecné/uplné identifikace latek, které se v databazi nenachazi. Mechanismus byl
nazvan ,,Precursor lon Fingerprinting (PIF)“, a vychazi z faktu, ze strukturné
podobné latky obsahuji identické ¢asti svych molekul (substruktury). Jedine¢nym
spojenim substruktur vznika unikatni molekula. Krom¢ dalsich parametra je vznik
fragmentového iontu zavisly na jeho struktufe, ale naopak vibec nezavisi
na struktute prekurzorového iontu ani na ionizaéni technice. Timto zpuisobem
k sobé mohou byt pfifazena identicka spektra fragmentovych iontt, aniz by sdilela
stejnou strukturu iontu prekurzorového (ptvodni molekuly). Ptifazeni je dale
nezavislé na urovni MS, ale pravdépodobnost identifikace vyrazné stoupa

ve vyssich MS trovnich [24]-[26].
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Obrazek 2. Schéma spektralniho stromu. Vétve spojuji prekurzorové ionty s uzly
dcerinych spekter, mérenych pri riznych podminkach fragmentace. Zobrazena je

fragmentace do uirovné MS® (upraveno podle www.mzcloud.org, HighChem, SK).

2.2 Role purinovych nukleotidii v organismu

Purinové nukleotidy se tadi k jedné z nejpocetnéjSich skupin metabolit
Vv sav¢ich bunkdach, zejména diky poskytovani zédkladnich stavebnich jednotek pro
syntézu DNA a RNA. Mimo to jsou purinové nukleotidy, jako adenosintrifosfat
(ATP) ¢i guanosintrifosfat (GTP), nezbytné pro udrzovani energetické homeostazy
buikky a pii procesech bunééné signalizace (naptf. ve formé cyklického
adenosinonofosfatu, cAMP). Puriny mohou byt také zaclenény do komplexnich
biomolekul a mit funkci kofaktori (nikotinamidadenindinukleotid - NADH,

koenzym A ajiné).

2.2.1 Biosyntéza a degradace

Metabolismus purinii udrzuje adenylatovy a guanylatovy pool v buiice

syntézou a degradaci purinovych nukleotid. V lidskych bunikéch jsou puriny
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syntetizovany dvéma rozdilnymi cestami: tzv. zachrannou (salvage) drahou
a purinovou de novo syntézou (Obr. 3). Zachranna draha pokryva naprostou
vetSinu bunécné potieby purini recyklaci degradovanych bazi pomoci hypoxantin-
guaninfosforibosyltransferasy (HGPRT, EC 2.4.2.8)
a adeninfosforibosyltransferasy (APRT, EC 2.4.2.7) a to zdavodu mensi
energetické naro¢nosti, na rozdil od PDNS. HGPRT je Mg?* dependentni enzym,
ktery katalyzuje pienos fosforibosylové skupiny PRPP na hypoxantin a guanin
zavzniku IMP a guanosinmonofosfatu (GMP). APRT Kkatalyzuje pienos
fosforibosylové skupiny PRPP na adenin za vzniku IMP a pro svou aktivitu taktéz
potfebuje hofe¢naté ionty. Volné bdze mohou byt do bunky pteneseny také
Z extracelularniho prostoru S naslednou enzymatickou pfeménou na pfislusné
nukleotidy. Pokud dojde v bunce ke stavu zvySené potieby purinovych nukleotidd,
napft. u délici se ¢i rakovinné buiiky, syntézu purint vétSinoveé prevezme PDNS.
Pii degradaci purinovych nukleotidll je inosin pfeménén na hypoxantin
purinnukleosidfosforylasou (PNP, EC 2.4.2.1). Xantinoxidoreduktasa (XOR) poté

katalyzuje oxidaci hypoxantinu na xantin a kone¢ny produkt kyselinu mocovou.
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Obrazek 3. Schéma purinového metabolismu. Zkratky: 5'NT, 5'-nukleotidasa;
ADA, adenosindeaminasa;, AK, adenosinkinasa; ADP, adenosindifosfat; ADSL,
adenylosukcinatlyasa; AMP, adenosinmonofosfat; AMPD, adenylatdeaminasa;
APRT, adeninfosforibosyltransferasa;, ASS, adenylosukcinatsynthetasa;, ATP,
adenosintrifosfat; GD, guanindeaminasa;, GDP, guanosindifosfat;, GMP,
guanosinmonofosfat; GR, GMP reduktasa;, GS, GMP synthasa;, GTP,
guanosintrifosfat; HGPRT, hypoxantinguaninfosforibosyltransferasa; IDH, IMP
dehydrogenasa; IMP, inosinmonofosfat; PPi, anorganicky pyrofosfat;, S-AMP,
adenylosukcinat;, XMP, xantinmonofosfat; XOR, xantinoxidoreduktasa.
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2.2.2 Purinova de novo syntéza

Purinova de novo syntéza je z evolu¢niho hlediska vysoce konzervovana
a regulovana metabolicka draha, ktera slouzi k produkci IMP z PRPP za velké
spotfeby bunécné energie. V lidskych bunkéach tato draha ptfedstavuje deset
po sobé jdoucich reakci katalyzovanych Sesti enzymy (Obr. 3). Prvni reakci je
vznik 5-fosforibosylaminu (PRA) z PRPP katalyzovanou
fosforibosylpyrofosfatamidotransferasou (PPAT, EC 2.4.2.14). Tato reakce je
povazovana za rychlost urcujici. Fosforibosylglycinamidsynthetasa (GARS, EC
6.3.4.13) katalyzuje ptenos glycylové skupiny na PRA za vzniku N-glycinamid
ribonukleotidu (GAR). Adici formylové skupiny  na GAR
fosforibosylglycinamidformyltransferasou  (GART, EC 2.1.2.2) vznika
formylglycinamid ribonukleotid (FGAR). Ve ¢&tvrté reakci je FGAR preménén
na N-formylglycinamidin ribonukleotid (FGAMR)
fosforibosylformylglycinamidinsynthasou (FGAMS/PFAS, EC 6.3.5.3). Poté
nasleduje vznik aminoimidazol ribonukleotidu (AIR) pomoci
fosforibosylaminoimidazolsynthetasy (AIRS, EC 6.3.3.1). GARS, GART a AIRS
spole¢né tvoii domény trifunkéniho enzymu GART, ktery v PDNS katalyzuje tfi
nezavislé reakce. Bifunkéni enzym PAICS, tvofeny
fosforibosylaminoimidazolkarboxylasou (CAIRS, EC 4.1.1.21)
a fosforibosylaminoimidazolsukcinokarboxamidsynthetasou (SAICARS, EC
6.3.2.6), katalyzuje vznik N-sukcinokarboxamid-5-aminoimidazol-4-
ribonukleotidu (SAICAR) z AIR (a pot¢ z CAIR - karboxyaminoimidazol
ribonukleotidu) v Sesté a sedmé rekaci PDNS. SAICAR je potom pifeménén
na aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid (AICAR) enzymem
adenylosukcinatlyasou (ADSL, EC 4.3.2.2). Tento enzym je bifunk¢ni, zajistuje
jesté katalyzu AMP ze sukcinyladenosinmonofosfatu (SAMP) v cyklu purinovych
nukleotidd (viz Obr. 3). Je také zatim jedinym enzymem PDNS, u kterého byla
nalezena schopnost reverzibilni reakce. V poslednich dvou reakcich dochazi
k preméné¢ AICAR na IMP pfes meziprodukt 5’-fosforibosyl-5-formamido-4-
imidazolkarboxamid (FAICAR) pomoci bifunkéniho enzymu ATIC slozeného
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z 5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotidformyltransferasy (AICART, EC
2.1.2.3)/ IMP cyklohydrolasy (IMPCH, EC 3.5.4.10).

K syntéze jedné molekuly IMP je potteba pét molekul ATP, dvou molekul
glutaminu, dvou molekul formiatu a po jedné molekule glycinu, aspartatu a oxidu
uhlic¢itého [27], [28]. Jedna se tedy o energeticky vysoce naro¢nou syntézu, proto
je vyuzivana pouze v pripadech vysoké spotfeby purini, jako je napiiklad G1
a S faze bunécného déleni [29]. Enzymy PDNS jsou pfitomné ve vétsing tkanich,
ovSem jejich aktivita se vyrazné lisi. Nejvyssi aktivita PDNS byla naméiena
Vv kosternim svalstvu, pfesahujici 1 aktivitu této drahy v jatrech. Vyssi aktivitu lze
nalézt také v tkanich s velkou mirou obnovy, jako jsou stfeva, klize ¢i kostni drei.
Naopak minimalni aktivita byla nalezena v srdci a mozku (s vyjimkou vyvijejiciho
se mozku). Erytrocyty nemaji vSechny enzymy PDNS a nejsou tedy schopné
produkovat puriny de novo. Chybi jim také nékteré enzymy zachranné

a degradacni drahy, takze jsou zavislé na extraculularnim piijmu adeninu [27].

2.2.3 Purinosom

V roce 2008 byla s pomoci fluorescencni mikroskopie provedena studie,
ktera odhalila, Ze vSech Sest enzyml PDNS je schopno v podminkach nedostatku
purinii vytvaiet metabolon — makromolekularni komplex sekvencnich enzymu
a jinych bunéénych komponent. Tento metabolon byl nazvan purinosom [29].
Funkce purinosomu spociva ve zvySeni rychlosti (fluxu) PDNS diky blizkosti
enzymi, rychlém transportu meziproduktli (zejména nestabilnich) mezi enzymy
a jejich aktivaci. U HeLa bunék kultivovanych Vv bezpurinovém médiu (PD
médium) bylo porozovano zvyseni fluxu PDNS o 50 %, vedouci k trojnasobné
produkci IMP [30]. Zménou sloZeni kultivaéniho média HelLa bunkam bylo
zjisténo, ze dochazi ke tvorbé purinosomu pii nedostatku purinovych nukleotida
a naopak k jejich rozpadu pii dodani purini do média, jedna se tedy o reverzibilni
proces. Jadro purinosomu je tvofeno enzymy PPAT, GART a PFAS (Obr. 4).
Trojice multifunkénich enzymtit PAICS, ADSL a ATIC pusobi na periferii [28].

Enzymy spolu interaguji, mutace v jednotlivych enzymech vedou bud’ ke snizené
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tvorbé purinosomuti nebo purinosomy nevznikaji viibec [31], [32]. Studie zalozené
na analyzach flourescen¢ni mikroskopii dale prokazaly kolokalizaci purinosomu
s mikrotubuly a mitochondriemi [33], [34]. Mitochondrie mohou pro enzymy
PDNS poskytovat nékolik vyhod, napi. vysoké koncentrace ATP pottebné
k syntéze purinli, vyména ADP za ATP pies mitochondrialni pfenasece (PDNS
vyprodukuje mnoho ADP) ¢i vyuZiti pfenosu nékterych aminokyselin a formiatu

z mitochondrie do cytosolu [28].

—

jadro purinosom kolokalizace purinosomu
s mitochondriemi
Obrazek 4. Vznik purinosomu a jeho interakce s mitochondriemi. Enzymy PPAT,
GART a FGAMS tvori jadro purinosomu. PAICS, ADSL a ATIC interaguji
na periferii. Slozené purinosomy jsou lokalizovany zejména v blizkosti

mitochondrii, kde dochazi k vzajemné interakci (upraveno podle [35]).

2.2.4 Regulace PDNS

Prvni enzym PDNS, PPAT, je povaZovan za rychlost ur€ujici pro celou
dréhu. V jeho struktufe se nachdzi dvé vazebna mista pro nukleotidy (AMP, GMP)
blizko aktivniho mista enzymu, které slouzi ke zp&tnovazebné alosterické inhibici
[36]. Aktivita PPAT muze byt také ovlivnéna dostupnosti glutaminu jako substratu
reakce [27]. Oligomerni struktura enzymu PDNS ovliviiuje jejich aktivitu.
Piikladem je bifunkéni ATIC, ktery existuje v monomerni-dimerni rovnovaze, ale
dimerni forma je nezbytna pro transformylasovou aktivitu [37]. PPAT a PFAS jsou
regulovany také pomoci proteinti tepelného Soku 90 (HSP90) [38]. Regulace
PDNS byla prokdzana v ramci fosfoinositol-3-kinasové signalni drahy
(PI3K)/AKT. Aktivace AKT vedla ke zvysené expresi
fosforibosylpyrofosfatsynthetasy (PRSP, enzym zodpovédny za vznik PRPP)
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a ADSL v lidskych keratinocytech [39]. Inhibice AKT v HeLa bunkach zpusobila
snizeni produkce purint o 73 % [40].

Meziprodukty PDNS mohou slouzit jako dalsi stupen regulace jak samotné
biosyntézy purind, tak ostatnich metabolickych drah. ADSL mize katalyzovat
reverzibilni reakci vzniku SAICAR z AICAR. Disledky schopnosti reverzibilni
katalyzy u jediného enzymu PDNS zatim nejsou znamy, ale mohou ptedstavovat
novou uroven regulace [28]. AICAR je znamym alosterickym aktivatorem AMP-
aktivované proteinkinasy (AMPK) — energetického senzoru buiky s mnoha
metabolickymi ucinky [41]. Aktivace AMPK pomoci AICAR zpusobila v HelLa
buitkach vznik cytoplazmatickych granuli FGAMS, a tedy zastaveni PDNS,
jelikoz nemohlo dojit ke vzniku purinosomu [42].

K dal§im regulacnim mechanismim PDNS patii savéi cil rapamycinu
(mTOR) a kaseinkinasa 2 (CK2) [43], [44]. Regulaci podl¢ha také Cast syntézy
purintt z IMP a to: adenylsukcinatsynthasa (ADSS), ktera je inhibovana AMP,
a IMP dehydrogenasa regulovana pomoci GMP. K zachovani nukleotidové
rovnovahy slouzi aktivaéni u¢inek ATP na GMP synthasu a rovnéZ aktivacni

ucinek GTP na ADSS [27].

2.2.5 Enzymové defekty PDNS

Fungujici PDNS je nezbytna pro spravny vyvoj organismu, jelikoz
enzymoveé defekty v této biochemické draze plisobi zavazné vyvojové poruchy.
U ¢lovéka byly doposud identifikovany tii deficity enzymi ADSL, ATIC
a PAICS, jejichZ dusledky jsou popsany v nésledujich kapitolach. Deficit GART
a PAICS zpusobuje u dania pruhovaného (Danio rerio) imrti embryi, mikroftalmii
(zmensSeni o¢i) a poruchy pigmentace u dospélych jedinci [45]. Neslucitelnost
se zivotem v souvislosti s deficitem PAICS byla prokazana na mysich modelech
[46].

2.2.5.1 Deficit ADSL
Deficit ADSL (OMIM 103050) je vzacna porucha PDNS, kterou poprvé

popsali Jaeken a Van den Berghe vroce 1984, kdy nalezli zvySené hladiny
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sukcinylpurinii v rliznych télnich tekutinach tfi déti s autismem a vyrazné
opozdénym psychomotorickym vyvojem [47]. Od té doby bylo po celém svété

diagnostikovano asi 80 pacientt [48].

Struktura a funkce enzymu ADSL
Adenylosukcindtlyasa (adenylosukcinasa, ADSL; EC 4.3.2.2) je

homotetramerni enzym tvofeny 484 aminokyselinami, ktery katalyzuje dvé reakce
vV ramci metabolismu purinti: pireménu SAICAR na AICAR v PDNS a dale
pfeménu SAMP na AMP (Obr. 3). Aktivni misto enzymu je jedno, slouzi tedy
soucasn¢ pro SAICAR i SAMP [49].

Genetika

Deficit ADSL se tfadi k onemocnénim s autosomdlné recesivnim typem
dédi¢nosti. Gen kddujici lidskou ADSL se nachazi na 22. chromozomu, je dlouhy
23 kb, ma celkem 13 exond a je exprimovan ve veétsing tkani [50]. Doposud bylo
identifikovano vice nez 50 riznych mutaci genu ADSL. VétSina pacientd jsou
slozeni heterozygoti. R426H missense mutace byla identifikovana u pfiblizné
jedné tfetiny vSech pacientil, jedna se o nej€astéjsi typ mutace. Mezi dalsi typy
patii mutace vytvarejici nové misto sestiihu vedouci k deleci 39 part bazi, mutace
regula¢ni oblasti, mutace c¢.774 778insG plisobici pred¢asné zavedeni stop
kodonu a mutace c¢.889 891dupAAT vedouci ke zdvojeni Asn297 zbytku
aktivniho mista enzymu [48]. VSechny vysSe zminéné mutace vedou

K vyznamnému snizeni aktivity ADSL.

Klinické projevy

Pacienti s deficitem ADSL maji velmi $iroké spektrum klinickych projevd,
zejména neurologického plvodu. Naprosta vétSina déti s touto chorobou je
narozena po nekomplikovaném téhotenstvi 1 porodu, a také bez zatéZe rodinnou
anamnézou. Nejcastéj§im klinickym projevem u novorozencii je akutni
encefalopatie, vyvijejici se typicky nékolik dni po porodu. Nejprve se jedna

0 nespecifické symptomy jako je zvraceni, podrazdéni, nechutenstvi, pozdé&ji
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piechazi do hypotonie, kieci az komatu. Chronickd encefalopatie se projevuje
opozdénym psychomotorickym vyvojem ve v§ech sférach, od opozdéného zacatku
mluveni az po agresivitu, hyperaktivitu a tézké formy mentalni retardace. K dalSim
klinickym projevim se fadi kiece (i epileptického plivodu), zmény chovani
(neschopnost o¢niho kontaktu, repetitivni zvuky a pohyby), hypo/hypertonie
a dysmorfni znaky (mikrocefalus, uzky ret, vyrazna dolni Celist atd.) [48].
Korelace mezi genotypem a klinickymi projevy zatim nebyla prokdzana.
Pacienti jsou klasifikovani na zdkladé¢ poméru koncentraci akumulovanych
sukcinylpurinit v télnich  tekutinach  (sukcinyladenosin  —  SAdo,
sukcinylaminoimidazolkarboxamid ribosid — SAICAr) u n¢hoz existuje korelace
se zavaznosti symptomi [51]. U pacientt s fatalni neonatalni formou se
onemocnéni projevi brzy po porodu tézkou encefalopatii, selhdnim dychani
a kfeCemi neznamého ptiivodu, vedouci k umrti béhem prvnich tydnt Zivota. Byly
popsany také ptipady s prenatdlnimi klinickymi projevy (mikrocefalus, ztrata
variability srdecniho rytmu). Laboratorni nalez u téchto pacientl je
charakteristicky pomérem SAdo/SAICAr nizsim jak 1 [52], [53]. Pacienti
s deficitem ADSL typu 1 (tézkd forma) maji pomér SAdo/SAICAr blizky 1.
Analyza zbytkovych aktivit ve fibroblastech téchto pacientii ukazala, ze aktivita
enzymu vi¢i SAICAR i1 SAMP je ekvivalentné sniZzena na 30 % oproti
fyziologickému stavu [54]. Tézka forma onemocnéni se vyvyji v prvnich mésicich
Zivota, typicky tézkou psychomotorickou retardaci, mikrocefalii a kie¢emi. Deficit
ADSL typu 2 je posledni formou onemocnéni, oznaCovanou jako stiedni ¢i lehka.
Projevuje se rozvojem lehké ¢i stfedni psychomotorické retardace v prvnich letech
zivota. Pokud se objevi kiece, zpravidla je to také pozdéji, v fadu nékolika let.
Pomér koncentraci metaboliti SAdo/SAICAT je vétsi jak 2 (v rozmezi 2-4) [48].
Van den Bergh et al. pozorovali snizeni aktivity ADSL vici SAICAR
ve fibroblatech na 30 % (stejné jako u onemocnéni typu 1), ale aktivita viici SAMP
byla snizena na pouhé 3 % normalni aktivity enzymu. Analyza ovSem byla
provedena pouze u jednoho pacienta [54]. Studie rekombinantnich forem ADSL
nenalezla souvislost mezi fenotypem pacienti a disproporéni katalytickou

aktivitou enzymu vici jednomu substratu. Byla pozorovana korelace mezi
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zavaznosti klinickych projevli a zbytkovou aktivitou spoleéné se strukturni

stabilitou mutovaného enzymu [55].

Diagnostika a 1é¢ba

Deficit ADSL zplsobuje hromadéni SAICAR a SAMP v buikach

a vyznamn¢ zvysSené hladiny jejich defosforylovanych analogt (SAICAr a SAdo)
Vv télnich tekutinach (plazma, mozkomiSni mok, moc). Koncentrace hromadénych
sukcinylpurinii v mozkomis$nim moku je o dva tady vyssi nez v krvi. Divodem je
vysoka produkce téchto metabolitd oligodendrogliemi v mozku [56]. V dnes$ni
dob¢ diagnostika deficitu ADSL vyzaduje stanoveni SAICAr a SAdo Vv télnich
tekutindch pomoci UV detekce nebo HPLC-MS. Ddéle se provadi genomické
a/ nebo cDNA sekvenovani ADSL genu a charakterizace zmutovaného proteinu
[48]. K dalsim selektivnim diagnostickym metodam patii napriklad
spektrofotometrické stanoveni Bratton-Marshallovym testem [57], tenkovrstva
chromatografie [58], kapilarni [59] ¢i protonova magneticka spektroskopie
s vysokym rozliSenim [60]. Ke stanoveni diagnézy jsou brany v Gvahu
samoziejm¢e klinické projevy, lze provést i analyzu enzymové aktivity ADSL
ve fibroblastech pacientd. Prenatalni diagnostiku Ize provést molekularni analyzou
choriovych klka, krevnich skvrn nebo kultivovanych bun¢k plodové vody. Tyto
testy se ovSem provadi pouze v rodinach, které uz maji jedno dité s deficitem
ADSL [61], [62].

Délka Zivota se u pacientl s deficitem ADSL podstatné 1iSi. Pfi neonatélni
formé novorozenci ¢asto umiraji v fadech mésict, pokud se onemocnéni projevi
pozdé&ji, pacienti se dozivaji dospélosti. I pfes nartstajici poCet pacientd vsak
doposud neexistuje 1écba. Pro prevenci epileptickych zachvatii jsou pacientim
podavana antikonvulziva, ale casto dochazi klIékové rezistenci [48].
Antikonvulzivni efekt mad i ketonova dieta, ale pacienti musi byt dikladné
sledovani z divodu nezadoucich uc¢inku této diety [63]. Werkhoven a kol.
vyzkouseli podavani S-adenosylmethioninu jako exogenniho zdroje ATP
(alternativni zdroj adenosinu pro AMP), ale ani po deviti mésicich nezaznamenali

zadné zmény v biochemickych parametrech ¢i symptomech [64]. Podavani
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D- ribosy zlepsilo koordinaci a kontrolu nad kieCemi u jedné 13leté pacientky,

vysledky ovsem nebyly ovéfeny v dalSich studiich [65].

Biochemie a toxicita akumulovanych metabolitd

Za nejvice patogenni metabolity deficitu ADSL jsou povazovany
sukcinylpuriny SAdo a SAICAr. Neurotoxicita SAICAr byla prokazana ve studii
jeho ucéinku na specifické oblasti krysiho mozku [66]. Neurotoxicky uc¢inek
na lidsky organismus doposud nebyl dokdzén. Absolutni koncentrace SAdo
a SAICAr nekoreluji se zavaznosti stavu pacientli, ovS§em na zakladé poméru
téchto dvou metabolitil jsou pacienti kategorizovani do tfi skupin dle zdvaznosti
klinickych projevt [53]. Pacienti, kteti maji pomér SAdo/SAICATr vétsi jak 2, maji
méné zavazné symptomy. Proto vznikla hypotéza, ze SAICAr je puvodcem
neurotoxického ucinku, kdezto SAdo by mohl pred uc¢inkem SAICATr branit [48].

Dale bylo zjisténo, ze SAICAR stimuluje pyruvatkinasu (isoformu PKM2)
v rakovinnych bunkach. Pfi nizkych hladinach glukosy koncentrace SAICAR
roste, dochazi ke stimulaci PKM2, coZ vede ke zménam hladiny bunééné energie,
ptijmu glukosy a produkci laktatu. Alosterickou regulaci PKM2 pomoci zvysené
hladiny SAICAR si rakovinné buiky optimalizuji fungovéani ostatnich
metabolickych drah ve prospéch svého ristu v podminkdch omezené¢ho mnozstvi
zivin. U zdravych bunék epitelu ¢i plicnich fibroblastt stimulace PKM2 vlivem
SAICAR pozorovana nebyla [67]. V kvasinkach SAICAR funguje jako signalni
molekula a reguluje genovou expresi na trovni transkripce [68].

Metabolomické profilovani bunék slinivky bfisni (bunééna linie 832/13)
ukézalo, Ze dochazi kvyznamnym zménam v purinovém metabolismu,
vyvolanych zménou hladiny glukosy. Jednou z nich byla zvysena hladina SAMP.
Utinek SAMP byl poté studovan na B-buinkach pacienta s diabetem typu 2.
Stimulaci sekrece insulinu dokazal SAMP zvratit dysfunkci pacientovych bunék
[69].
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2.2.5.2 Deficit ATIC (AICA-ribosidurie)

Deficit ATIC je raritni onemocnéni zasahujici konec de novo biosyntetické
drahy purint. V roce 2004 byl poprvé identifikovan deficit enzymu ATIC u jediné
pacientky a onemocnéni bylo pojmenovano AICA-ribosidurie [70]. V poloviné

roku 2020 byla publikovana studie, ktera popisuje dalsi tii pacienty [71].

Struktura a funkce enzymu ATIC

AICAR transformylasa (AICARTF, EC 2.1.2.3) a IMP cyklohydrolasa
(IMPCH, EC 3.5.4.10) spole¢né tvoii ATIC — bifunkéni enzym katalyzujici
posledni dva kroky PDNS (Obr. 3). C-terminalni doména AICARTF katalyzuje

pfenos formylové skupiny redukovaného folatového kofaktoru (N0-
formyltetrahydrofolat) na amino skupinu AICAR za tvorby FAICAR. N-
terminalni doména IMPCH katalyzuje uzavieni pyrimidinového kruhu a vznik
IMP a molekuly vody. Enzym ATIC existuje v monomerni a dimerni forme.
Aktivni misto AICARTF vzniké na rozhrani dvou interagujicich molekul ATIC.
Homodimerizace je tedy podminkou pro AICARTFasovou aktivitu ATIC.
Strukturni studie popisuji pomérné velké rozhrani protein-proteinovych interakci
o rozméru 5000A. IMPCH je katalyticky aktivni v obou formach (vys§i aktivita
v dimerni formé). Struktura ATIC byla béhem evoluce zachovana. Jako jediny
enzym PDNS je bifunk¢éni a to ve vSech dosud studovanych organismech [37],
[72].

Genetika

AICA-ribosidurie ma autosomalné recesivni typ dédicnosti. U tii ze Ctyt
doposud nalezenych pacientd byla identifikovana substitu¢ni mutace adeninu
za guanin, vedouci k nihrad¢ lysinu za arginin v proteinu (c.1277A>G
p.(Lys426Arg). Mutace je lokalizovana v doméné¢ AICARTEF. Studie enzymové
aktivity odhalila celkovou ztratu transformylasové aktivity, ale aktivita IMPCH
byla do ur¢ité miry zachovana. Posledni dosud diagnostikovany pacient je sloZzeny

heterozygot. Jedna se o mutace substituci na obou alelach, zdédénych od kazdého
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rodi¢e: €.406G>A p.(Alal36Thr) a c.1654A>T p.(Lys552*). Nachazi se
Vv cyklohydrolasové doméné ATIC.

Klinické projevy

Prvni pfipad tohoto onemocnéni byl popsan v roce 2004 u tehdy 4leté
pacientky, dcery zdravych rodicl, ktefi uz méli zdravého syna. Po narozeni se
U pacientky postupné zacala projevovat téZzka psychomotoricka retardace, vrozena
slepota, epilepsie, mirné poSkozeni srdce, dysmorfni rysy (vyrazné celo, obracené
nosni dirky, brachycefalus, nizko posazené usi, Siroka Usta s tenkym hornim rtem
a jiné¢). Nyni ma pacientka 18 let. V disledku tézké hypotonie neni schopna chodit
ani stat, dokaze se posadit. Nemluvi (ani jednotliva slova), mé skoliozu, poruchu
ptijmu potravy (nevazi vice nez 30 kg) a 1-2 epileptické zachvaty denné [70], [71].

Druhd pacientka je dcerou zdravych rodi¢l, narozena po viceetném
t€hotenstvi. Jeji dvojce zemielo v novorozeneckém obdobi nejspiSe v disledku
zuzené aorty. U divky se rozvinul Westliv syndrom (epilepsie, mentalni retardace,
porucha srde¢niho rytmu), nekontrolované zvraceni, ma tézké poskozeni zraku,
skoliozu, ristovou retardaci a dysmorfni rysy (tzv. coarse facies, obracené nosni
dirky, srostlé oboci). V soucasné dobé ma 19 let, nemluvi, nechodi, je schopna se
posadit [71].

Tteti pacientka je sestra druhé popisované pacientky, narozena o 10 let
pozdé&ji. Trpi hypotonii, ristovou retardaci, skoliézou, ma podobné dysmorfni rysy
jako jeji sestra, t€zké poskozeni zraku. Ma nékolik epileptickych zachvati denné,
objevuje se rezistence na jejich 1é¢bu. Nechodi, nesedi, ani nemluvi [71].

Poslednim pacientem je sedmilety chlapec zdravych rodi¢h. Ristova
retardace byla odhalena jiz béhem nitrodélozniho vyvoje. Po porodu vykazoval
sttedni hypotonii s oboustrannou dislokaci kyc¢li. Posadi se, ale neni schopny
nezavislé chize. Komunikuje pomoci nékolika slov, stile se uci. Trpi ristovou
retadraci, skolidézou, velmi opozdénym vyvojem kosti, vidi jen na par metr. Ma
stejné¢ ¢i podobné dysmorfni rysy, jako ostatni pacientky. Ma zvétSena jatra,
steatozu a chronickou jaterni nedostatecnost. Nekontrolované zvraci v souvislosti

S béznymi infekcemi [71].
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Diagnostika a 1é¢ba

AICA-ribosidurie je charakteristickd vysokou koncentraci AICAr v moci
a mozkomi$nim moku [70]. AICAr je fyziologicky pfitomny ve stopovém
mnozstvi v mocCi. Jeho zvySend koncentrace je detekovana také pii nedostatku
vitaminu B12 a kyseliny listové, u déti s akutni leukemii a pacientti s deficitem
HGPRT [70], [73]. Koncentrace AICAr je ovSem v piipadé AICA-ribosidurie o
nékolik fadt vySsi, nez pii1 vySe zminénych onemocnénich. ZvysSena je také
koncentrace SAICAr a SAdo, ale ne tolik, jako u deficitu ADSL. Divodem jejich
akumulace je pravdépodobné inhibice ADSL vysokou koncentraci AICAR [74].
K detekci akumulovanych metaboliti se pouzivd Bratton-Marshalllv test,
tenkovrstva chromatografie, HPLC s detekci fotodiodového pole [57], [58], [61].

U prvni pacientky byla provedena i1 analyza erytrocytii a fibroblasti.
V erytrocytech byla detekovana enormni akumulace AICAR (také znamého jako
ZMP), ktera vyznamné prevySovala koncentraci ATP. Ta byla naopak snizena
0 60 % oproti kontrole. Byla detekovéna také di- a trifosfatova analoga AICAR
(ZDP a ZTP). Kultivace fibroblasti s AICAr odhalila také akumulaci ZMP,
potvrzujici poskozeni metabolismu AICAR. Analyza enzymovych aktivit
ve fibroblastech dale ukézala tézky deficit aktivity AICARTF, narozdil od aktivity
IMPCH, ktera byla 40% ve srovnani s kontrolou [70].

VétsSina rutinnich biochemickych parametrii byla u pacienti v normé,
u nékterych byla pouze detekovana snizen4 hladina HDL cholesterolu, triglyceridi
a volnych mastnych kyselin.

Lécba doposud neexistuje.

Biochemie a toxicita akumulovanych metabolitu

Pti AICA-ribosidurii zptsobi vysokd koncentrace AICAR poruSeni
rovnovahy piemény SAICAR na AICAR pomoci ADSL a dochazi Kk tomu, ze
enzym spusti reverzibilni katalyzu, tedy syntézu SAICAR. ADSL je zatim jedinym
enzymem PDNS, u kterého byla prokézana reverzibilita, kterd mize predstavovat
dalsi aroven regulace této metabolické drahy, jak jiz bylo uvedeno [28]. ZvySena

hladina SAICAR vyvola inhibici ADSL, proto béhem AICA-ribosidurie dochazi
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také k akumulaci SAICAR a SAMP v burice, které jsou nasledné defosforylovany
a vylucovany do télnich tekutin ve form¢ ribosidt (SAICAr a SAdo) [75].

AICAR dokaze vyvolat mnoho dalSich zmén v metabolismu diky
schopnosti alosterické aktivace AMP-aktivované proteinkinasy (AMPK). AMPK
je hlavnim regulatorem bunécné energie. V buiice monitoruje pomér AMP/ATP
a odpovida na jeho zmény. K aktivaci dochazi pii poklesu hladiny ATP, kdy
naopak roste koncentrace AMP. Podstata aktivace AMPK je tedy v inhibici
anabolickych  metabolickych drah, které spotiebovavaji ATP (napf.
glukoneogeneze, lipogeneze, proteosyntéza), a aktivaci drah katabolickych (napf.
zvySeni prijmu glukosy do bungk, aktivace B-oxidace mastnych kyselin), aby byla
obnovena fyziologicka hladina ATP [41]. Existuje mnoho studii, které popisuji
ucinky aktivace AMPK pomoci AICAR: stimulace insulinové sekrece v 3 bunikach
slinivky bfi$ni [76], inhibice hormon-senzitivni lipasy vedouci k redukci lipolyzy
v adipocytech [77], inhibice syntézy sterolil a mastnych kyselin v hepatocytech
[77], inhibice syntézy fosfocholinli a fosfoetanolaminti v hepatocytech [78],
redukce syntézy glykogenu v jatrech a svalech [79], sniZzeni hladiny fosfokreatinu
a kreatinu v endotelialnich bunkach pupec¢nikové zily [80] a mnoho dalSich.
AICAR ma také ucinky nezavislé na AMPK, napf. inhibuje cholinkinasu a syntézu
fosfatidylcholini v jatrech, dokaze vyvolat programovanou nekréozu bunék
rakoviny prostaty pomoci cytotoxického efektu reaktivnich forem kysliku,
v lidskych buiikach osteosarkomu, osteoblastech a endotelidlnich buitkach spousti
apoptozu, je schopen zmensit nadory ledvin u mysich modelt [81]-[85]. Bylo
studovano mozné vyuziti AICA-ribosidu v 1é¢bé akutni lymfoblastické leukemie,
tento metabolit byl také pouzit v prvni a druhé fazi klinické studie pro 1écbu
chronické lymfatické leukemie [86], [87].

Diky témto uinkiim, zejména cytotoxickym, je podobné¢ jako u deficitu
ADSL patologicky mechanismus AICA-ribosidurie pfisuzovan spiSe
akumulovanému intermediatu PDNS, neZ samotnému rozpadu purinosomu,
jelikoz zachranna draha je teoreticky schopna kompenzovat nefunkéni PDNS [32].
U c¢tvrtého pacienta trpiciho AICA-ribosidurii byl nékolikrat pozorovan stav

pfechodné hypoglykemie s neznamou pfi¢inou a u prvni pacientky se vyskytla
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piechodna neonatalni hypoglykemie [71]. Bylo prokazano, ze AICAR inhibuje
glukoneogenezi v krysich hepatocytech a vyvolava hypoglykemii u mysi [88],
[89]. U pacientti 1, 2 a 4 byl pozorovan pokles sérového cholesterolu, ktery mutize
byt zptsoben akumulaci AICAR. Analyza uUCinku AICAr (s naslednou
intracelularni fosforylaci na AICAR) na krysi hepatocyty ukazala inhibi¢ni efekt
na syntézu mastnych kyselin a cholesterolu vyvolany stimulaci AMPK [71], [90].

2.2.5.3 Deficit PAICS
Deficit PAICS je zatim posledni identifikovanou DMP v ramci PDNS.

Onemocnéni bylo popsano v roce 2019 u dvou sourozenct z Faerskych ostrovii,

ktefi oba zemieli kratce po porodu [91].

Struktura a funkce enzymu PAICS

Bifunkéni enzym PAICS je tvofen 5-aminoimidazolribonukleotid
karboxylasou (AIRC, EC 4.1.1.21) katalyzujici pteménu FGAMR na AIR a 4-(N-
succinylkarboxamid)-5-aminoimidazolribonukleotid synthasou (SAICARS; EC
6.3.2.6), ktera katalyzuje vznik SAICAR z AIR (Obr. 3). PAICS vytvafi
homooktamerni strukturu slozenou z oktamerniho karboxylasového jadra a Ctyt
symetrickych dimert synthetasy na periferii. Strukturni analyza enzymu navic
odhalila ¢tyfi oddélené tunelové systémy v oktameru PAICS, které zajistuji
spojeni mezi aktivnimi misty AIRC a SAICARS, a nasvédCuji existenci
tzv. ,intermediate channeling“ mechanismu. Vytvofeni oktamerni struktury

enzymu je nezbytné pro aktivitu AIRC [92].

Genetika

Deficit PAICS je autosomalné recesivni DMP. Onemocnéni je zpusobeno
missense mutaci na chromozomu 4 (c.158A>G), kterd vede k zdméné lysinu 53
za arginin (p.Lys53Arg). Pfitomnost argininu v pozici 53 nejpi§ ovliviiuje

katalytickou aktivitu SAICARS destabilizaci struktury enzymu [91].
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Klinické projevy

Prvnim pacientem je chlapec spontdnné¢ narozeny v 36. tydnu téhotenstvi (tt).
Matce byl ve 20 tt diagnostikovan polyhydramnion (nadbytek plodové vody)
a u chlapce byla odhalena nespecificka malformace nohy. Po porodu trp¢l stiedné
téZkou asfyxii a byla u néj identifikovana fada télesnych malformaci: kratke télo
a krk, brachycefalus, zplostély oblicej, obracené nosni dirky, hypertelorismus oci,
nizko usazené usi, zdvojeny palec levé nohy, maly penis, absence varlat, jicnova
atrézie a mnoho dalSich. Chlapec mél dobry svalovy tonus i reflexy. Dvé a piil
hodiny po porodu mu selhalo dychani a byl intubovan. Pfesto doslo k rozvoji
hypoxie a hypotenze, které vedly k umrti tieti den zivota [91].

Druhym pacientem je sestra vySe popsané¢ho pacienta, narozend spontanné
ve 34 tt. U matky byl znovu diagnostikovan polyhydramnion. Divka méla fadu
stejnych ¢i podobnych télesnych malformaci, jako jeji bratr. Zemiecla 28 hodin
po porodu na nasledky progresivni hypotenze a hypoxie [91].

Rodice téchto dvou pacientd jsou piibuzni a maji dalsi Ctyti zdravé déti (t
chlapce a jednu divku), jedno t€hotenstvi bylo ukonceno spontannim potratem

ve 13 tt v disledku polyhydramnionu [91].

Diagnostika

Ptedpokladana akumulace Alr nemohla byt potvrzena, jelikoz t€lni tekutiny
pacientii nebyly pro stanoveni dostupné. Od prvniho pacienta byly ziskany
fibroblasty. LC-MS/MS analyza neprokazala akumulaci AIR ¢i jeho ribosidu ve
fibroblastech (nebo médiu) kultivovanych v PD médiu, na rozdil od CHO nebo
HeLa bunék deficitnich pro PAICS, u nichz byla akumulace téchto metabolitl
fibroblastii pacienta ukézala, Ze aktivita PAICS je snizena na pftiblizné 10 % (u

obou heterozygotnich rodi¢t snizena na 50 %) [91].

Toxicita Alr
U deficitu ADSL a ATIC jsou za nejvice toxické metabolity povazovany
sukcinylpuriny, zejména SAICAr [66]. Jelikoz existuje pfedpoklad akumulace Alr

- 27 -



Vv télnich tekutindch pacient s deficitem PAICS, byl studovan cytotoxicky ucinek
tohoto metabolitu na Cath-a-diferencované katecholaminergni bunky (CAD 5)
a fibroblasty. U obou typi bunék vykazoval Alr vétsi cytotoxicky ucinek
v porovnani se SAICAr [91].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Analyza meziprodukti purinové de novo syntézy pomoci

hmotnostni spektrometrie

Cilem této studie byla charakterizace fragmentaéniho chovani
syntetizovanych meziproduktl PDNS a potvrzeni jejich identity na zakladé
porovnani fragmentacnich spekter analogli produkovanych HelLa bunkami
defektnimi pro jednotlivé enzymy této metabolické drahy. Odborna publikace
snazvem ,Mass spectrometric analysis of purine de novo biosynthesis
intermediates* byla publikovana v roce 2018 v ¢asopise PLOS ONE [94].

3.1.1 Material a metody

3.1.1.1 Chemikalie

Isotopové znaCeny glycin byl zakoupen u Cambridge Isotope Laboratories
(Andover, MA, USA). AICAR, AICAr a SAMP byly zakoupeny u Toronto
Research Chemicals Inc. (North York, Kanada). SAICAR, SAICAr, SAdo, AIR,
Alr, CAIR, CAlr a N**-formyl-THF byly pfipraveny podle pfedchozi studie [31],
[95]. Teleci stievni alkalicka fosfatasa (CIP) a NEB3 pufr byly zakoupeny u New
England Biolabs (NEB, Ipswich, MA, USA). Minimalni zikladni médium
Dulbecco's (DMEM), médium F12 a fetalni bovinni sérum (FBS) byly zakoupeny
od firmy Life Technologies (ThermoFisher Scientific, MA, USA). Minimalni
zakladni médium (MEM) bylo zakoupeno u Biosera (Nuaille, Francie). VSechny
ostatni chemikalie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

3.1.1.2 Priprava a CiSteni meziproduktiic PDNS a jejich defosforylovanych

analogi

GAR, FGAR a FGAMR byly syntetizovany biochemicky pomoci
bakteridlnich rekombinantnich enzymi. FAICAR byl pfipraven organickou

syntézou. PRA nebyl syntetizovan, jelikoz je velmi nestabilni in vivo (polocas
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rozpadu 5 s). AICAR, AICAr a SAMP byly zakoupeny, protoze se jedna
0 komerén€¢ dostupné standardy. Ostatni meziprodukty PDNS a jejich
defosforylovana analoga byla piipravena dle piedchozi studie [31], [95]. Vychozi

koncentrace vSech meziprodukti PDNS shrnuje Tab. 2.

Tabulka 2. Vychozi koncentrace metaboliti PDNS, které byly podrobeny HRMS"

analyze.
Metabolit Koncentrace (uM)

GAr 124
FGAr 82
FGAMr 57
Alr 110
CAlr 50
AICAr 100
SAICAr 100
FAICAr 73
SAdo 100
GAR 124
FGAR 82
FGAMR o7
AIR 110
CAIR 50
SAICAR 100
AICAR 100
FAICAR 73
IMP 100

SAMP 100
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Bakterialni rekombinantni enzymy GARS a GARTF byly exprimovany
a precistény ve formé fuznich proteinii vazajicich maltézu (MBP-GARS a MBP-
GARTF) pomoci pMAL™ Protein Fusion a Purification Systém (New England
Biolabs Inc., USA) [96].

Produkce enzymu FGAMS zahrnovala vneseni pfislusného genu do p6H
vektoru, jeho expresi v Escherichia coli a nasledné pie¢isténi na afinitni

chromatografické koloné s Co?* vazanymi ionty (GE Healthcare).

Priprava GAR/r

Reak¢ni smés pro pripravu GAR obsahovala: 5,7 mM ribosa-5-fosfat,
0,7mM ATP, 10 mM glycin, 10 mM hydroxid amonny, 12,7 mM chlorid
hotecnaty, 20 mM fosfatovy pufr (pH 7.4) a 0,4 pg/uL precisténé MBP-GARS.
Smés byla inkubovana ¢tyfi hodiny pti 37 °C. Vysledek reakce byl analyzovan
metodou HPLC-MS. Ribosidova forma metabolitu byla ptipravena defosforylaci
GAR pomoci 1 U CIP.

Ptiprava FGAR/r

Pro ptipravu FGAR reakéni smés obsahovala: 5,7 mM ribosa-5-fosfat,
0,7mM ATP, 10 mM glycin, 10 mM hydroxid amonny, 12,7 mM chlorid
hofe¢naty, 0,1 mM N°-formyl-THF, 20 mM fosfatovy pufr (pH 7,4), 0,4 pg/uL
precisttné MBP-GARS a 0,4 pg/uL piecistétné MBP-GARTF. Smés byla
inkubovana ¢tyfi hodiny pii 37 °C. Dalsi kroky byly stejné jako pii pfipraveé
GARIr.

Piiprava FGAMR/r

Pro ptipravu FGAMR bylo pouZito 200 pL reakéni smési z ptipravy FGAR,
ktera byla inkubovana s 2 mM glutaminu, 2 mM ATP a 0,25 pug/uL piecisténého
6H-PurL po dobu ctyt hodin pti 37 °C. Nasledoval stejny postup jako pii ptiprave
GARIr.
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Ptiprava FAICAR
FAICATr byl pfipraven dle dfive publikovaného postupu [97]. FAICAR byl

piipraven upravenim postupu pro syntézu FAICAr. Reakéni smés obsahujici
10 mg AICAR, 11 mg hydroxidu sodného, 136 puL kyseliny mravenci a 250 uL
anhydridu kyseliny octové byla inkubovéna jednu hodinu pti 37 °C a produkt byl
poté analyzovan metodou HPLC-MS.

3.1.1.3 Fragmenta¢ni analyza  meziprodukti PDNS a  jejich
defosforylovanych analogi (HPLC-HRMS")

Analyza meziproduktt PDNS byla provedena pomoci kapalinové
chromatografie (UltiMate 3000 RS, Dionex Sunnyvale, CA, USA) ve spojeni
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Elite (Thermo Fischer
Scientific, USA). Béhem analyz byl systém ovladan a kontrolovan programy
Chromeleon Xpress 6.80, Dionex DCMSLink 2.12, Thermo Tune Plus
2.7.0.1103 SP1 (Thermo Fischer Scientific) a Xcalibur 2.2 SP1 (Thermo Fischer
Scientific).

Chromatografickd separace probihala na aminopropylové koloné Luna
(3 um NH2 100 A, 2 x 100 mm; Phenomenex, Torrance, CA, USA) vyhiivané
na 35 °C. Mobilni fdze A obsahovala 20 mM acetat amonny o pH 9,75, mobilni
faze B byla acetonitril. Gradientové eluce probihala podle nésledujiciho schématu:
0—7 min, 95 % — 10 % B, 7-13 min 10 % B, 13-13,5 min, 95 % B, 13,5-17,0 min,
95 % B. Pratok mobilni faze byl 300 pL/min, objem nastfikovaného vzorku byl
2 ul.

Vicestupiiova fragmentaéni analyza probihala na Orbitrapu Elite pracujicim
V pozitivnim médu ionizace elektrosprejem. Teplota iontového zdroje byla 300 °C,
teplota ptenosové trubice byla 350 °C, prutok piidavného plynu (,,sheath gas‘)
10 arbitrarnich  jednotek, pratok pomocného plynu (,auxiliary gas®)
35 arbitrarnich jednotek, pritok cisticiho plynu (,,sweep gas®) 0 arbitrarnich
jednotek, napéti elektrospreje +3 kV. Fragmentacni analyza ionti s intenzitou

vyss§i, jak 1E4 probihala bud’ automaticky pomoci programu TreeRobot
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(HighChem, SK) nebo s pouzitim datové zavislé analyzy. Nejvice pét ionti
s nejvyssi intenzitou z MS? bylo izolovano a fragmentovano. Poté nasledoval
vybér a fragmentace 1-6 iontdl snejvyssi intenzitou z kazdého MS?® spektra.
Vysledny pocet urovni fragmentace (MS") byl zavisly na intenzitach vznikajicich
fragmenttl, v urovni MS*MS® byla obvykle produkovéana fragmentaéni spektra 1-
2 iontll snejvyssi intenzitou (vySsi jak 1E4). V pfipadé méné intenzivnich
fragmentli byl jejich vybér proveden manualné. Fragmentacni spektra byla
produkovana metodou CID s aplikaci 30 jednotek normalizované kolizni energie
(NCE). Izola¢ni $itka byla nastavena na 2 Da, maximalni doba sbéru iontli byla
200 ms. Hmotnostni spektrometr pracoval s rozliSenim 120 000 FWHM. Pouzitim
externi kalibrace a interni m/z kalibrace (,,Jock mass*; kontinualni kalibrace na ion
m/z 391,2843, diisooktylftalat, v pozadi) byla zajisténa pifesnost méfeni hmot
do 3 ppm. Z vicetroviovych fragmentacnich hmotnostnich spekter kazdého
metabolitu byl sestaven spektralni strom. Struktura vSech fragmenti byla navrzena

s pomoci prediktivniho fragmentacniho programu MassFrontier 7.0.5.09 SP3

(HighChem, SK).

3.1.1.4 Kultivace a sklizeni bunék

Pro tuto studii byly pouzity CRISPR-Cas9 editované HeLa bunky deficitni
pro mono- i multifunkéni enzymy pokryvajici celou drahu PDNS (crGART,
CrPFAS, crPAICS, crADSL, crATIC), které ptipravila BareSova a kol. v roce 2016
[31]. HeLa bunky deficitni pro HGPRT (crHGPRT) byly pfipraveny analogicky
[98]. Bunky byly kultivovany ve zvlh¢ené atmosfére s obsahem 5 % CO»
pii 37 °C. VSechny buiky (deficitni i kontrolni) byly kultivovany v médiu
DMEM/F12 sobsahem 10% FBS a 1% penicilin/streptomycin. Kultivaéni
médium deficitnich bun&k bylo navic obohaceno o 3x10° M adenin. Po dosazeni
konfluence (80-90%) byly vSechny bunky 24 h pifed sklizenim umistény
do kultivacniho média DMEM s obsahem 10% FBS a 1% penicilin/streptomycin,
které ale neobsahovalo glycin ani puriny. Dvé hodiny pied sklizenim byly bunky
omyty PBS a nésledné kultivovany v médiu DMEM bez obsahu glycinu a purind,

ovéem do média bylo piidano 500 uM izotopové znageného glycinu (U-3Cz, °N).
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Kazda deficitni linie bunék byla kultivovana v hexaplikatu v 75cm? kultivaénich
lahvich (pfiblizné€ 5 miliond adherentnich bungk).

Sklizeni bunék bylo provedeno dle upravené metody Wojtowitz a kol. [99].
Nejprve bylo kultivacni médium premisténo do 15mL plastovych zkumavek, které
byly zpracovany pozdé¢ji. Bunéény metabolismus byl zastaven sprejovanim 40 mL
60% ledového methanolu (v/v, -50 °C) pomoci injek¢ni stiikacky s ohnutou jehlou
na dno kultivaéni lahve, ktera byla drzena v naklonéné pozici. Timto zplisobem
bylo zamezeno odlouceni adherentnich bun¢k pfimym proudem methanolu.
Kultivaéni lahve byly umistény na led a nasledovala extrakce 1 mL
80% methanolu (v/v, -50 °C) a mechanické odlouceni bunék ze dna kultivacni
lahve pomoci Skrabky na bunky. Buiiky byly odsaty pipetou do 15mL plastové
zkumavky. Poté byly do kultiva¢ni lahve ptidany dalsi 2 mL methanolu (v/v, -
50 °C) pro dalsi extrakci. Methanolové extrakty byly smichany, sonikovany (30 s)
a centrifugovany (1800 X g, 5 min, 4 °C). Poslednim krokem byla jejich lyofilizace.

Zpracovani buné¢nvch lyzata

Ke kazdému lyofilizatu bylo ptidano 500 pL ledového 80% methanolu
asmés byla dikladn¢ promichana. Vzorky byly centrifugovany 15 min

pii 15000 x g a 4 °C. Supernatanty byly poté odebrany a analyzovany.

Zpracovani kultivaéniho média

Kazda zkumavka s médiem byla nejprve dikladné promichana, poté bylo
odebrano 100 pL média, ke kterému bylo pfidano 300 uL. 80% methanolu. VVzorky
byly umistény ptfes noc do mrazédku na -80 °C. Extrakty byly centrifugovany
15 min pii 15000 x g a 4 °C, poté nasledovalo odebrani supernatantii a jejich

analyza.

3.1.1.5 Analyza bunéc¢nych lyzatia a kultivaéniho média

Podminky chromatografické separace byly pouzity stejné, jako v kapitole
3.1.1.3 Fragmentacni analyza meziproduktdl PDNS a jejich defosforylovanych
forem (HPLC-HRMSn). Detekce metabolitii byla provedena na Orbitrapu Elite,
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pracujicim v pozitivnim modu ionizace (ostani parametry byly stejné jako
v kapitole 3.1.1.3). Metoda pro detekci metabolitii byla rozdélena na Ctyfi ¢asové
useky. V prvnim (0-3 min) a ¢tvrtém (12-17 min) useku probihala analyza
Vv tzv. full scan médu s hmotnostnim rozsahem m/z 70-1000. Ve druhém useku (3-
7 min) byla aplikovana metoda selektivniho monitorovani iontu (SIM) pro zvySeni
citlivosti detekce ribosidi PDNS (m/z 177-417). Ve tfetim Casovém useku
(7- 12 min) byla metoda SIM pouzita ke zvySeni citlivosti detekce ribotidd PDNS
v hmotnostnim rozsahu m/z 257-497. Vyjimkou byla analyza sukcinylpurint, které
byly méfeny v samostatnych hmotnostnich rozsazich m/z (SAdo 379-389 a SAMP
459-469). Hmotnostni spektrometr pracoval pii rozliSeni 60 000 FWHM, ptesnost
méfeni hmot byla do 3 ppm. Kazdd bunécnd linie byla méfena v hexaplikatu,
hodnoty intenzit metabolitli ptedstavuji jejich primér. Identita akumulovanych
metabolitil v butikach i kultivacnim médiu byla potvrzena fragmenta¢ni analyzou
(MS?), ktera byla provedena metodou CID s 30 jednotkami normalizované kolizni

energie.

3.1.2 Vysledky

3.1.2.1 Priprava a ¢isténi meziprodukti PDNS a jejich defosforylovanych

analoga

Ribosidy Alr, CAlr, SAICAr, AICAr, FAICATr, SAdo a ribotidy AIR, CAIR
a SAICAR byly ptipraveny podle diive publikovanych postupu [31], [95]. AICAR
a SAMP byly komer¢né dostupné.

Pro ptipravu GAR, FGAR a FGAMR byly vyvinuty nové postupy syntézy,
zalozené na piipravé a vyuziti bakteridlnich rekombinantnich enzymi MBP-
GARS, MBP-GARTF a 6H-PurL. Syntéza GAR probihala ve dvou reakcich.
V prvni reakci vznikl PRA zribosa-5-fosfatu a hydroxidu amonného [31],
ve druhém kroku byl PRA enzymaticky pfeménén na GAR pomoci MBP-GARS
s vytéZznosti 10 %. Pfiprava FGAR byla provedena stejnym postupem jako GAR
s pridanim N°-formyl-THF a MBP-GARTF do reakéni smési. FGAMR byl
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piipraven z FGAR v reakci katalyzované enzymem 6H-PurL. Pro pfipravu
ribosidovych forem byly vSechny ribotidy defosforylovany pomoci CIP.
FAICAR/r byly pfipraveny organickou syntézou z AICAR/r ve formylacnich
podminkach reakce (kyselina mravenci, anhydrid kyseliny octové, NaOH), ktera
probihala 1 hodinu pi1 37 °C.

3.1.2.2 Vicestupriova fragmentacni analyza pomoci Orbitrapu Elite

HRMS" fragmentacni analyza byla provedena u osmi biologicky stabilnich
meziprodukti PDNS (GAR, FGAR, FGAMR, AIR, CAIR, AICAR, SAICAR
a FAICAR) a jejich defosforylovanych forem (GAr, FGAr, FGAMr, Alr, CAlr,
AICAr, SAICAr a FAICAr). Déle byl méfen produkt PDNS — IMP, a také
metabolity souvisejici s PDNS — SAMP a SAdo. Celkové byla fragmentacni
analyza provedena U 19 metaboliti.

Metabolity byly postupné fragmentovany az do trovné MS® a poté byly
sestaveny jejich spektralni stromy. Ptikladem je spektralni strom AIR na Obrazku
5. Struktura metabolitu a jednotlivych fragmenti je zobrazena v kazdém
hmotnostnim spektru. Ve struktufe je vzdy zndzornéno maximalné Sest fragmentt
S nejvyssi intenzitou. Spektralni stromy vSech ostatnich metabolit jsou soucasti

externi ptilohy v PDF formatu (Cast E1).
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fragmentované struktury, které se nepodarilo danym zpiisobem identifikovat.
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Vice jak polovina vSech metabolitd byla fragmentovana do irovné MS*,
Pocet dosazenych urovni fragmentace (MS") byl zé&visly zejména na vychozi
koncentraci metabolitu (57-124 uM), dale na molekulové hmotnosti, u¢innosti
ionizace a iontové supresi (relativné maly vliv vzhledem k podminkam méteni).
U vétsiny ribotidu a ribosidi byla pozorovana jejich zna¢nd mira fragmentace
ve zdroji. MS? fragmenty byly viditelné ve full MS skenech témé viech méfenych
metabolitll, jejich intenzita vétSinou nepiesahovala 5 % intenzity molekulového
iontu. V n&kterych piipadech ovsem intenzita MS? fragmentii ve full MS spektru
dosahovala 17, 20 a 540 % intenzity molekulového iontu. Pro sniZeni miry
fragmentace ve zdroji byla provedena optimalizace podminek méfeni
na metabolitu GAr (Obrazky 6-8). Vychozi parametry pro ESI byly: napéti +3 kV,
teplota iontového zdroje 300 °C, teplota ptfenosové trubice 350 °C, uroven
RF 60 % S-Lens. Byla provedena méfeni supravenymi parametry: napéti
iontového zroje snizeno na 2,5 a 2 kV, teplota iontového zdroje snizena na 250 °C,

teplota pfenosové trubice 300 °C, parametr S-Lens snizen na 10, 20 a 40 %.
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Obrazek 6. Priklad fragmentace ve zdroji. MS? spektra GAr byla méiena se
snizujicim se napétim elektrospreje: 3 kV (4), 2,5 kV (B), 2 kV (C). Se zménami

podminek mereni nedoslo k vyznamné zmeéné intenzit zobrazenych fragmentii.

-39-



©
@
o
A 2
~
© o
uwy o~
w
<
w
[N
o)
©
©
<
~
T [}
© © e
@ I~ 5
© o -4
S : 2
o ~ b4
0 — o)
£
| ‘ | I
50 m/z 150 250
™
@
B 2
<
I~
o
~
[s2]
0
Irs)
<
O
~
)
©
©
<
~ ™ 4 o
= 8 ~ w0
] = p
©
L 1 | 1
50 m/z 150 250
o)
©
Cc g
<
~
o
~
©
0
re)
=1
e
P~
o
©
8
] = re)
~ 3 © ~
o © I~ @
- o S o
) - p
o ~ ©
0 choy -
1 I ]
50 m/z 150 250

Obrazek 7. Priklad fragmentace ve zdroji. MS? spektra GAr byla méiena se
zvySujicim se parametrem S-lens: 10 % (A), 20 % (B), 40 % (C). Se zménami

podminek mereni nedoslo k vyznamné zmené intenzit zobrazenych fragmentii.
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Obrazek 8. Priklad fragmentace ve zdroji. MS? spektra GAr byla méfena pri
riiznych teplotach iontového zdroje (H) a prenosové trubice (CA): H 300 °C CA
350 °C (4), H 300 °C CA 300 °C (B), H 250 °C CA 250 °C (C). Se zménami

podminek mereni nedoslo k vyznamné zmeéné intenzit zobrazenych fragmentii.
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Za ucelem nalezeni spole¢nych rysu fragmentace byla zvlast porovnana
MS? spektra vsech ribotidd (Obr. 9-10) a ribosidd (Obr. 11-12). U meziproduktti
prvni poloviny PDNS (po AIR) odpovidal fragment s nejvyssi intenzitou ztraté
vody ¢i fosfatové skupiny z ribosy. Pro meziprodukty druhé poloviny PDNS byla
typicka fragmentace v misté glykosidové vazby a ztrdta amino skupiny

ze vznikajiciho purinového jadra.
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Obrazek 9. MS? fragmentacni spektra ribotidii GAR, FGAR, FGAMR, AIR a CAIR.
Struktura fragmentované molekuly je zndzornena vedle kazdého hmotnostniho
spektra a je v ni zobrazeno nejvyse 6 fragmentii s nejvyssi intenzitou.
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Obrazek 10. MS? fragmentacni spektra ribotidii SAICAR, AICAR, FAICAR, SAMP

a IMP. Struktura fragmentované molekuly je zndzornéna vedle kazdého

hmotnostniho spektra a je v ni zobrazeno nejvyse 6 fragmentii s nejvyssi intenzitou.
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V piipad¢ ribosidu (Obr. 11-12) byl fragment s nejvyssi intenzitou tvofen
vzdy casti vznikajiciho purinového jadra, fragmentace tedy probihala na misté
glykosidové vazby. U nékterych ribosidi (FAICAr a SAdo) tento fragment
vyznamn¢ dominoval a v§echny ostatni fragmenty byly nalezeny s intenzitou nizsi
jak 1 % dominantniho fragmentu, ale stdle nad limitem detekce. Dalsi fragmenty
odpovidaly bazické ¢asti molekuly se ztratou amino/hydroxylové skupiny nebo

ztraté jedné/dvou molekul vody z ribosy.
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Obrazek 11. MS? fragmentacni spektra riboSidii GAr, FGAr, FGAMr, Alr a CAlr.
Struktura fragmentované molekuly je znazornéna vedle kazdého hmotnostniho
spektra a je v ni zobrazeno nejvyse 6 fragmentii s nejvyssi intenzitou.
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Obrazek 12. MS? fragmentacni spektra ribosidii SAICAr, AICAr, FAICAr a SAdo.

Struktura fragmentované molekuly je zndazornéna vedle kazdého hmotnostniho

spektra a je v ni zobrazeno nejvyse 6 fragmentii s nejvyssi intenzitou.
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Dale bylo provedeno porovnani MS? spekter ribotidii PDNS z této studie
s in silico spektry databaze Metlin s vyjimkou AICAR a IMP, které maji v databazi
spektra experimentalni (Obrazek 13). Shoda mezi spektry byla nalezena piiblizné
Z jedné tietiny, konkrétni porovnani s piiklady je uvedeno v Kapitole 4.1.3 -
Diskuze. Fragmentac¢ni spektra ribosidi porovnavana nebyla, jelikoz se v databazi

jejich odpovidajici in silico spektra nenachazi.
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Diky analyze HelLa bunék deficitnich pro jednotlivé enzymy PDNS byla
ziskana data pro potvrzeni struktury pfipravenych meziproduktli PDNS a jejich
defosforylovanych forem. Fragmenta¢ni spektra piipravenych latek byla
porovnana s fragmenta¢nimi spektry metaboliti PDNS produkovanych bunikami.
HeLa bunky (deficitni i kontrolni) byly kultivovany v pfitomnosti izotopové
znaCeného glycinu, ktery byl zaflenén do produkovanych metabolitt PDNS.
VétSina metabolitt PDNS detekovanych v bunéénych lyzatech a kultivaénim
médiu byla nalezena také v izotopové znaCené formé. Pii porovnavani
fragmentacénich spekter byl bran v uvahu posun hmot (+3,0038 Da) v zavislosti na
pozici zaclenéni glycinu a fragmentaci. Pfiklad porovnani téchto spekter
na metabolitu FGAR je na Obrazku 14. K meziproduktim PDNS, které nebyly
detekovany, patiil PRA a FAICAR.
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3.1.2.2.1 Analyza meziprodukti PDNS v CRISPR-Cas9 editovanych HelLa
bunkach

Kromé potvrzeni identity pfipravenych metabolitd PDNS v prvni ¢asti této

studie slouzila analyza bun¢k rovnéz k simulaci stavu, ktery maji/mohou mit

pacienti se znamymi/potencialnimi poruchami PDNS. Celkem bylo analyzovano

Sest HeLa bunécnych linii (crGART, crPFAS, crPAICS, crADSL, crATIC,

ctHGPRT + kontrolni buiiky). VSechny ribotidy a ribosidy PDNS detekované

Vv kontrolnich a deficitnich buné¢nych liniich jsou zobrazeny na Obrazcich 15-16.

KONTROLNi BUNKY crADSL
PRA PRA
GAR; 1.69e4 GAR: 2.34e4
GAR & GAr GAr A 1 GAR & 1 GAr GAr ﬁ
* * i * *
l 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FGAR & FGAr Cas (min) FGAR & FGAr Cas (min)
Alr; FGAMTr; 6.28e5
4.20e4
FGAMR & FGAMr . FGAMR & ‘1~ FGAMr
*
3 4 5 6 7 8 9 10 112 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cas (min) Cas (min)
AR & Alr 2 AIR & 1 Al
SAICAr, SAICAR; ' Alr; 2.22e5 AIR; 1.58e4
3.47e4 A 4.13e4 A A L
* * * %
CAIR & CAIr S —— CAIR & CAIr —
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cas (min) Cas (min)
AICAr; :
SAICAR & SAICAT 30405 15765 T SAICAR & SAICAr SAICAr,  SAICAR;
i A A TADSL 9.46¢6 Az.ﬂeek
* * * x
AICAR & AICAr 3 4 5 6 7 8 3 10 1112 AICAR & AICAr 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12
l Cas (min) Cas (min)
SAdo; SAMP;
SAdo; SAMP, ; s
FAICAR & FAICAr 1.09e4A 647e3A FAICAR & FAICAr 6.84e3 4.62e3
i /SAMP & SAdo * * l /1 SAMP & SAdo
IMP 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 IMP ADSL 3 4 5 6 _7 8 9 10 11 12
v\ Cas (min) Cas (min)
v AMP v AMP

Obrazek 15. Metabolity PDNS detekované v lyzatech crADSL a kontrolnich HeLa
burnikach. Hromadeéné metabolity jsou oznaceny cervemym tucnym pismem a
Sipkou, enzymovy blok je znacen cervenym obdélnikem. Bunécné linie byly méreny
V hexaplikatu a hodnota intenzity piku metabolitu predstavuje prumer.
Chromatografické piky, které byly detekovany také v izotopove znacené formé,
jsou zobrazeny hvezdickou. Poznamka: Schopnost ionizace metabolitii se miiZe

vyrazné lisit, z toho diivodu nejsou jejich intenzity primo porovnatelné.
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crPFAS crPAICS
PRA PRA
GAR; 6.08e4 FGAr 2.43e4 FGAR 1.46e5
 GAR & GAr GAR & GAr J‘
* kd
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 FGAR & 1 FGAr Cas (min) 1 FGAR & 1 FGAr Cas (min)
PFAS
FGAr: 6,37e4 i 1R
FGAMR & FGAMr rhere FGAR; 3446 4 FGAMR & 1 FGAMr gg?g’g' FGAMR; 2.15e5
* * *
AIR & Alr 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 T AIR & D Alr 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cas (min) PAICS Cas (min)
Alr; 8 03e6 AIR; 1.88e6
CAIR & CAIr 1 CAIR & CAIr
PAICS * *
34 5 6 7 & 9 10 11 12
SAICAR & SAICAr SAICAR & SAICAr Cas (min)
CAIR;
1.8%e4
AICAR & AICAr AICAR & AICAT
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cas (min)
FAICAR & FAICAr FAICAR & FAICAr
l SAMP & SAdo i SAMP & SAdo
IMP/ l IMI’/' i
v v\AMP v \AMP
crATIC crHGPRT
PRA PRA
SAICAI, SAICAR; v
2.84e5 1.01e5 +
GAR & GAr A j\ 1 SAICAR & SAICAr SAICAR
wl * *
3 4 5 6 7 8 9 10 1112 34 5 6 7 8 g 10 11 12
¢ & !
FGAR & FGAr as (min) 4 AICAR & T AICAF as (min)
. - v .
AICAr; 9.42e5 AICAR; 1.6666 AICAr; AICAR;
FGAMR &FGAMr v 2.08e4 6.73e4
< IMP —» —p GMP
* * * *
AIR & Alr 3 4 65 6 7 8 9 10 1112 . 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Cas (min) Inosin Guanosin Cas (min)
HGPRT i
CAIR & CAIr Hypoxantin Guanin
1 SAICAR & 1 SAICAr Xantin
Kyselina mocova
4 AICAR & 1 AICAT
ATIC
FAICAR & FAICAr
TATlc
SAMP & SAdo
IMP/ i
v '\AMP

Obrazek 16. Metabolity PDNS detekované v lyzatech crPFAS, crPAICS, crATIC a
CrHGPRT bunek. Enzymovy blok v draze deficitni bunécné linie je oznacen
cervenym obdélnikem. Hromadéné metabolity jsou oznaceny cervemym tucnym
pismem a Sipkou. Bunécné linie byly mereny v hexaplikdtu a hodnota intenzity piku

metabolitu predstavuje prumér. Chromatografické piky, které byly detekoviny
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takeé v izotopové znacené forme, jsou zobrazeny hveézdickou. Poznamka: Schopnost
ionizace metabolitii se miize vyrazné lisit, z toho ditvodu nejsou jejich intenzity

primo porovnatelné.

V cytoplasmé kontrolnich HeLa bunék, kultivovanych v bezpurinovém
médiu, byl detekovan AICAR a SAICAR, stejné jako jejich defosforylované
formy. Dale zde byl detekovan GAR/r, Alr a metabolity zachranné drahy
purinového metabolismu SAMP a SAdo. Ribosidy AICAr a Alr byly vylu¢ovany
do kultiva¢niho média.

V crPFAS bunkach bylo zjisténo hromadéni FGAR a jeho ribosidu. Bylo
nalezeno také meéfitelné mnozstvi GAR. FGAR 1 GAR byly detekovany také
V izotopové znacenych formach. FGAr byl vylu€ovan do kultivaéniho média.

V crPAICS bunkach bylo zaznamenano hromadéni AIR, CAIR a také dvou
ribotidti, nachazejicich se predeslych reakcich PDNS (pfed enzymovym blokem
PAICS). Jednalo se 0 FGAMR a FGAR. Hojné se vyskytujici ribosidy byly
detekovany v kultivaénim médiu.

Hromadénim metaboliti SAICAR a SAICAr se vyznacovaly crADSL buiiky.
Metabolity SAMP a SAdo byly také detekovany, ale v porovnani s kontrolnimi
bunkami se nejednalo o predpokladanou akumulaci. Z dalsich metabolitd PDNS
byly detekovany AIR, Alr, GAR, GAr a FGAMr. Kultivaéni médium obsahovalo
ribosidy SAICAr, Alr a FGAM.

V crATIC bunkach bylo detekovano hromadéni AICAR a SAICAR,
odpovidajici ribosidy byly vylu¢ovany také do kultivacniho média.

V buiikach deficitnich pro enzym HGPRT byl detekovan AICAR a jeho
ribosid, ktery byl vylu¢ovan do kultivaéniho média. Stanovena byla také izotopoveé
znacend forma SAICAR.
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3.1.3 Diskuze

3.1.3.1 Fragmentaéni analyza  meziprodukti PDNS a jejich

defosforylovanych analogti

Obecnym porovnanim a zhodnocenim spektralnich stromti studovanych
latek lze konstatovat, Ze nejvice informaci o fragmenta¢nim chovani poskytuji
MS® a MS* hmotnostni spektra. V téchto Urovnich fragmentace dochazelo
K nejvyssimu vyskytu fragmentacnich udalosti vedouci ke vzniku bohatych
hmotnostnich spekter. Ve vy$sich Grovnich fragmentace (MS® a MS®) dochézelo
obvykle ke vzniku jednoho ¢i dvou dalSich fragmentt, ptispivajicich do vysledné
podoby spektralniho stromu (napt. FAICAR, SAdo, SAICAr). Se zvySujici
se urovni fragmentace klesala intenzita analyzovaného metabolitu. Hladina Sumu
naopak rostla a zpiisobovala niZ§i spolehlivost interpretace hmotnostnich spekter.
I ptesto je pfinosné popsat a sdilet tato spektra ve spektralnich databazich (napf.
mzCloud), jelikoz mohou pomoci v procesu identifikace nezndmych latek.
Nejvétsi vyhoda spektralnich stromil totiz spo¢ivd v moznosti ¢aste¢né/Uplné
identifikace latky, ktera se v databazi nenachazi, a to diky mechanismu PIF
(Precursor lon Fingerprinting). Ten je zaloZen na porovnani substruktur (j.
fragmentli z vy$Sich arovni MS), které jsou u podobnych latek identické,
a jedine¢nost latky je dana zptisobem, jakym jsou substruktury kombinovany [24]—-
[26].

Béhem meéfeni fragmentacnich spekter byla u vétSiny metabolith
detekovana fragmentace ve zdroji, ktera poukazuje na jejich nestabilitu. Intenzita
nékterych MS? fragmenti dosahovala desitek az stovek procent intenzity
molekularniho 1ontu. Fragmentace ve zdroji byla jako prvni detekovéana
pfi analyze GAr, proto byly stimto metabolitem provedeny dal§i analyzy se
zménou parametri meéfeni s cilem minimalizovat tento jev. Optimalizace
podminek méfeni ovSem nevedla k vyznamné vyssi stabilité metabolith PDNS
a omezeni jejich fragmentace jiz ve zdroji. Postup ziskavani MS" spekter byl
U metabolitli s vyznamnou mirou fragmentace ve zdroji a nizkou intenzitou

molekularniho iontu upraven. Byla provedena MS? analyza fragmentd
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pochazejicich ze zdroje z full MS spektra, ktera ve skute¢nosti odpovidala urovni
MS3.

Jako dalsi bylo provedeno porovnani fragmentaénich spekter (MS?)
ribotidi s ribosidy, nebo vramci jednotlivé skupiny (ribotidy/ribosidy).
Fragmentacni spektra ribotidit vykazovala vys$i variabilitu, nez tomu bylo
u ribosidl. Bylo detekovano odlisné fragmentacni chovani ribotidli prvni a druhé
poloviny PDNS. U meziproduktd prvni poloviny PDNS dochézelo k fragmentaci
na ribosylové ¢asti molekuly, jednalo se o ztratu vody nebo fosfatové skupiny.
K tvorbé dalSich fragmentii dochazelo S postupnym vznikem purinového jadra.
Pro ribotidy druhé poloviny PDNS byla charakteristickd fragmentace v misté
glykosidové vazby a také ztrata amino skupiny z baze. Vznik téchto fragmentt byl
charakteristicky také pro ribosidy, glykosidova vazba je tedy v piipadé téchto
molekul mistem snadno podléhajicim fragmentaci. Fragmentace v ribosylové ¢asti

Spektralni databaze (napt. Metlin, HMDB, mzCloud) az na vyjimky (napf.
AICAR, IMP) neobsahuji experimentalni fragmenta¢ni spektra meziproduktl
PDNS a jejich defosforylovanych forem, jelikoz tyto latky neexistuji jako
komer¢n¢ dostupné standardy. Misto toho v nich nalezneme in silico prediktivni
spektra, ov§em pouze pro ribotidy. P¥i porovnani MS? spekter ribotidii z této studie
s odpovidajicimi in silico spektry z databaze Metlin byly shodné fragmenty
nalezeny pfiblizné z jedné tfetiny. Prvnim divodem tak zna¢né rozdilnosti je
upiednostiiovani nizkomolekularnich iont (m/z < 100) pti vSech tiech testovanych
podminkach fragmentace v pozitivnim modu (10, 20 a 40 eV), které vznika
»,machine learning*“ ptistupem pouzivanym pro ziskani in silico spekter. Naproti
tomu experimentalni spektra obsahovala mnoho iontd s m/z > 100, ale vznik
nizkomolekularnich iontd byl potlacen vzhledem k mechanismu CID fragmentace.
Velkou rozmanitost iontl v experimentalnich spektrech Ize prisuzovat
kombinovanym mistlim fragmentace, vedouci ke vzniku konkrétniho iontu. Pokud
se napiiklad podivime na MS? experimentalni spektrum GAR (Obr. 13), fragment
s nejvyssi intenzitou odpovida ztraté jedné/dvou molekul vody z ribosy (m/z 269 a

251) nebo ztrat¢ jedné/dvou molekul vody zribosy vkombinaci se ztratou
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fosfatové skupiny (m/z 171 a 153). Z téchto Ctyt fragmentt s nejvySsi intenzitou
v experimentalnim MS? spektru GAR nalezneme v odpovidajicim in silico spektru
pouze fragment s m/z 269. To naznacuje, ze je v pripadé in silico fragmentaci
upfednostnéno pouze jedno misto fragmentace pro vznik iontu, ne jejich
kombinace. Dalsim divodem pro odliSnosti mezi experimentalnimi a in silico
spektry miize byt fakt, Ze in silico spektra obsahuji ionty, které by v daném moédu
ionizace (v naSem pripadé pozitivnim) pravdépodobné viibec nevznikly.
Piikladem je iont s m/z 98,9842 oznaCovany jako pozitivné nabita fosfatova
skupina (pro anotaci iontu byl pouzit program MassFrontier). Tento iont se nachazi
napii¢ vSemi in silico spektry ribotidi PDNS, nicméné v pozitivnim modu ESI
pravdépodobné vznikat nebude. Pro predikci fragmentace komeréné nedostupné
latky vyuzivaji ¢asto programy pro in silico fragmentaci molekul experimentalni
data strukturné podobnych molekul. V ptipad€ meziprodukti PDNS je takovouto
molekulou AICAR, jehoZ experimentalni spektra v databazi Metlin nalezneme.
Obecné se da fict, Ze pii porovnani fragmentacnich spekter métenych v této studii
se spektry v databazi (in silico) byla nalezena vétsi shoda u molekul strukturné
podobnych AICAR, tedy metaboliti druhé poloviny PDNS (Obr. 13).
Fragmentacni spektra metabolitd prvni poloviny PDNS (GAR, FGAR) se oproti
tomu vyznamné liila ve srovnani s odpovidajicimi in silico spektry v databazi.
| pfes tato omezeni mohou in silico spektra vyznamné pomahat pii procesu
identifikace nezndmych struktur ¢i potvrzeni struktur navrhovanych.

Pro potvrzeni identity piipravenych meziprodukti PDNS a jejich
defosforylovanych forem bylo tfeba tyto metabolity ziskat in vivo v bunécné
kultufe. K tomuto ucelu poslouzily HeLa bunécné linie geneticky upravené
metodou CRISPR-Cas9 tak, aby byly deficitni v aktivité jednotlivych enzymi
PDNS. Buiky (deficitni i1 kontrolni) byly 24 h pied sklizenim vloZeny
do bezpurinového média, aby doslo k aktivaci PDNS. Tato biochemicka draha
totiz zistava neaktivni, pokud je v kultivatnim médiu dostatek purind. Zarovein
byly vyuzity znalosti o biochemii PDNS z hlediska vstupujicich latek k obohaceni
analyzy o izotopové znaceni. Dvé hodiny pted sklizenim byly bunky umistény

do kultivaéniho média bez purinii a glycinu, do kterého byl pfidan izotopove
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znaceny glycin. Tato aminokyselina vstupuje do PDNS jiz ve druhé enzymové
reakci katalyzované trifunkénim GART, izotopové znaceni tak bylo zaclenéno
do vznikajiciho purinového jadra. Timto zpusobem byly ziskany piirozené
izotopoveé znacené metabolity PDNS, které predstavovaly dalsi zpiisob potvrzeni
identity pro syntetizované formy. Vé&tSina metaboliti PDNS byla detekovana i
ve znacené formé jak v bunécnych lyzéatech, tak v kultivaénim médiu. Identita
pfipravenych PDNS metabolitéi byla potvrzena porovnianim jejich MS? spekter
s fragmenta¢nimi spektry jejich analogl (izotopové znacenych i neznacenych),
které byly produkovéany buikami. U MS? spekter izotopové znatenych metabolitl
byl pfi porovnavani fragmentli zapocitin hmotnostni posun az o0 3 Da
(glycin U 3C,, ©N), v zavislosti na struktuie fragmentu. PRA nebyl detekovéan
z diivodu jeho chemické nestability [100]. Nepodatilo se detekovat ani FAICAR,
nejspis diky specifickym kinetickym vlastnostem enzymu ATIC, ktery katalyzuje
jeho vznik. ATIC je bifunkéni enzym, ktery katalyzuje posledni dva kroky PDNS
— transformylaci AICAR na FAICAR a cyklizaci FAICAR za vzniku IMP.
FAICAR témé&f neni schopen diftize do okolniho prosttedi, jelikoZ jsou dvé aktivni
mista ATIC prostorové velmi blizkd. Formylaéni reakce navic uptednostiiuje
zpétny smér, kdezto cyklohydrolasa katalyzuje jednosmérnou reakci vzniku IMP

[72].

3.1.3.2 Analyza meziprodukti PDNS v CRISPR-Cas9 editovanych HeLa
burikach

Regulace PDNS je studovdna od 50. let minulého stoleti. Na zdklad¢
enzymovych kinetickych studii a teoretickych vypoctl bylo navrzeno, ze prvni
reakce PDNS je rychlost urcujici pro celou drdhu a zména v dalSich krocich nema
vliv na celkovy flux dréhou [101]-[103]. AICAr a SAICAr patii k jedinym
metabolitim PDNS, detekovanym v télnich tekutinach zdravych jedinct pomoci
soucasnych analytickych metod [56], [96], [104], [105]. Tato pozorovani
naznacuji, ze existuji dalsi mista regulace v draze PDNS.

V této studii byly pouzity bunécné linie HeLa, geneticky upravené metodou

CRISPR-Cas9 tak, aby byly deficitni pro jednotlivé enzymy PDNS. Buiky
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piipravila BareSova a kol. v roce 2016 [31] a predstavuji prvni lidsky bunéény
model znamych 1 potencidlnich geneticky podminénych poruch PDNS. Jak uz bylo
zminéno v kapitole 4.1.3.1, bunky byly 24 h pied sklizenim kultivovany
V bezpurinovém médiu vedouci k aktivaci PDNS. Dv¢ hodiny pied sklizenim bylo
kultiva€ni médium opét vyménéno, tentokrat neobsahovalo puriny a glycin, ale
glycin byl pfidan v izotopové znacené formé. Glycin je jednim ze substrati PDNS,
vstupuje do drahy jiz ve druhé reakci, tudiz byl vyuzit pro produkci znac¢enych
metaboliti PDNS. Bunécné lyzaty a kultivacni média byly analyzovany metodou
HPLC-HRMS s cilem detekovat a fragmentovat akumulované metabolity PDNS.
Ve vSech bunéénych liniich byly detekovany intracelularni i extraceluldrni
metabolity, vétSina z nich byla detekovana v izotopové znac¢ené formé. Vyjimkou
byly crGART bunky, u kterych nebyl nalezen PRA, jelikoz se jedna o velmi
nestabilni latku s polocasem rozpadu 5 s za fyziologickych podminek [100], [106].
U jednotlivych deficitnich bunéénych linii bylo pozorovano nejen hromadéni
meziproduktu PDNS (ribotidu) pfimo pfedchazejicimu enzymovy blok, ale také
hromadéni ribotidii nachéazejicich se az pét enzymovych reakei pied blokem.
Vysoké koncentrace ribotidu pfimo ptfed enzymovym blokem totiz piisobi zménu
vV rovnovaze predchozich enzymovych reakci. VéEtSinou nebylo pozorovano
hromadéni vSech (po sobé jdoucich) ribotidii v opacném sméru (pfed enzymovym
blokem). Diivodem mitize byt chemicka nestabilita metabolitti, odliSnd enzymova
kinetika napti¢ drahou PDNS, nebo také riizna u¢innost ionizace metaboliti. Nami
pouzita metoda pro analyzu bun€k je obecné vhodnéjsi pro detekci ribosidi nez
ribotidi nesouci negativni naboj. Ziejme 1 ztoho diivodu nebyly v bunkéach
v né¢kterych  pripadech detekovany ribotidy, ale jejich odpovidajici
defosforylované formy (ribosidy) byly pfitomny. Rada ribosidi byla detekovana
jak v bunéénych lyzatech, tak v kultivaénim médiu. Jedna se o bézny zpusob,
kterym se bunky nesouci deficit zachranné drahy zbavuji nahromadénych
toxickych metabolitd pomoci rovnovaznych nukleosidovych ptenasect [107].
Stejny mechanismus nejspi§ funguje 1 v ramci znamych defektd PDNS, jelikoz
Vv télnich tekutinach pacientii s deficitem ADSL nebo ATIC byly detekovany
pouze ribosidové formy hromadénych substrati [55], [70]. Role tohoto
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mechanismu je velice vyznamna pro diagnostiku DMP purinového metabolismu,
zalozenou na detekci extracelularnich nukleosidi v télnich tekutinach [107].
Rovnovazné pienasece nukleotidii maji v lidském téle riznou katalytickou aktivitu
vaci svym substratim soutézicim o aktivni misto [108]. Jednim z dalSich aspekti
je nezndma specifita purinnukleosidfosforylasy pro metabolity méfené v této
studii. VySe zminéna fakta komplikuji interpretaci detekovanych PDNS
metabolitil v pfirozené a izotopoveé znacené formé.

V kontrolnich buiikach byly detekovéany jednak metabolity publikované

vibec poprvé — GAR/r a Alr. Toto pozorovani je pravdépodobné vysledkem vyssi
citlivosti pouzité analytické metody. Prvni reakce PDNS je povazovéna za rychlost
urcujici pro celkovy flux touto metabolickou drahou. Dalo by se tedy
predpokladat, ze se jednotlivé substraty budou vyskytovat v nizkych, vzajemné
souvisejicich koncentracich. Jejich detekce je nicméné ovlivnéna schopnosti
ionizace jednotlivych meziprodukti PDNS. Doposud byla publikovana pouze
jedna studie popisujici CasteCnou detekci meziprodukti PDNS ve stopovém
mnozstvi autoradiografickou metodou [109].

Analyza crPFAS bun¢k prokazala hromadéni GAR, FGAR a FGAr. FGAR
zfejmé zpusobil jiz diskutovanou zménu rovnovahy piedchozi enzymové reakce
vzniku GAR, proto byl tento metabolit také detekovan.

Driive provedend studie na ovarialnich buiikach kiecka ¢inského nesouci
mutaci venzymu PAICS (AdeD) ukazuje hromadéni AIR a také druhého
metabolitu, ktery autofi nebyli schopni identifikovat [110]. V nasi studii byly
kromé AIR detekovany dalsi dva ribotidy, FGAMR a FGAR. Rovnovadha
enzymovych reakci mohla byt tedy pozménéna az k enzymu PFAS, katalyzujici
preménu FGAR na FGAMR. V roce 2019 byli identifikovani prvni dva pacienti
s deficitem PAICS. V LC-MS/MS analyze pacientovych fibroblastl
kultivovanych v bezpurinovém médiu ovSem nebyl detekovan AIR ani jeho
ribosid [91].

Deficit bifunkéniho enzymu ADSL je charakterizovdn pfitomnosti

sukcinylpurintt SAICAr a SAdo v télnich tekutinach pacientl [48]. Pti nasi analyze
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bylo v crADSL bunkach detekovano hromadéni SAICAR a SAICAr. Metabolity
SAMP a SAdo byly detekovany také, ale v porovnani s kontrolnimi bunikami se
nejednalo o hromadéni. Toto pozorovani Ize odiivodnit experimentalnimi
podminkami. Kultivaci v bezpurinovém médiu byly buiiky nuceny ve vysoké mifte
vyuzivat PDNS, naopak vyuziti cyklu purinovych nukleotidd bylo z divodu
snizené miry proliferace bunék omezeno. Detekce AIR a GAR v buiikach opét
ukazuje na zménu rovnovahy enzymovych reakci. Hromadéni AIR/r v bunéénych
deficitnich ovarialnich buné¢k kiecka ¢inského (Adel) [110].

U doposud ¢ty identifikovanych pacientt s deficitem ATIC (AICA-
ribosidurie) byla naméfena enormni koncentrace AICAr a SAICAr v télnich
tekutinach [70], [71], zvySena byla i koncentrace SAdo, ale ne tolik, jako v piipadé
deficitu ADSL. V crATIC bunkach bylo detekovano hromadéni AICAR
a SAICAR 1 jejich odpovidajicich ribosidi (AICAr, SAICAr), které byly
vyluc¢ovény do kultivaéniho média. Metabolity SAMP a SAdo nebyly detekovany.

Pacienti trpici Castecnym (Kelley-Seegmillertiv syndrom) nebo Uplnym
deficitem HGPRT (Lesch-Nyhantiv syndrom) maji zvySenou hladinu AICAR
v erytrocytech a AICAr v mo¢i [73], [111]. Jak bylo zminéno diive, erytrocyty
nemaji enzymy celé drahy PDNS, ale jsou schopné metabolizovat exogenni
ribosidy na jejich pfislusné mono-, di- a trifosfatové formy a hromadit je [111].
Nékolik studii popisuje zvySenou hladinu AICAR v mozkové tkani mysi
s deficitem HGPRT [112], [113]. V nasi studii byl v crHGPRT bunkach detekovan
AICAR a AICAr, ktery byl také vyluovan do kultivacniho média. U pacientl
s Lesch-Nyhanovym syndromem totiz vznika velké mnozstvi xantosin- 5-
monofosfatu (XMP) vzhledem k masivni produkci kyseliny mocové, a tento
metabolit (XMP) je silnym inhibitorem bifunkéniho enzymu ATIC v drdze PDNS
[114]. V souvislosti s hromadénim AICAR se spekuluje rovnéz o zvySené
biosyntéze histidinu (AICAR je meziproduktem této metabolické drahy), ale tato
hypotéza zatim nebyla potvrzena experimentalnimi daty [113], [115]. Detekovan
byl také SAICAR v izotopové znacené formé, nejSpiS v souvislosti se zménou

enzymové rovnovahy.
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3.2 Kombinovana cilena a necilend metabolomicka analyza HelLa

bunék deficitnich v purinové de novo syntéze

Tato studie byla zaméfena na kombinovanou (cilenou a necilenou)
metabolomickou analyzu CRISPR-Cas9 editovanych HelLa bunck defektnich
Vv jednotlivych enzymech PDNS. Cilem bylo popsat a objasnit zmény
vV metabolomickém profilu bunék zpiisobené enzymovymi defekty této stézejni
metabolické drahy. Prace s nazvem ,,Combined targeted and untargeted profiling
of HeL a cells deficient in purine de novo synthesis* byla publikovana v roce 2022

Vv Casopise Metabolites [116].

3.2.1 Material a metody

3.2.1.1 Chemikalie

Voda, methanol a acetonitril byly v LC-MS kvalit¢ zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Hydroxid amnonny byl zakoupen u stejné
firmy. Médium MEM bylo ziskano od firmy BioSera (Nuaille, France). Pufr NEB3
a CIP byly zakoupeny u New England Biolabs (NEB, Ipswich, MA, USA).
Kultivacni média DMEM a F12, a FBS byly zakoupeny od firmy Life
Technologies, ThermoFischer Scientific (MA, USA).

3.2.1.2 Kultivace, sklizeni bunék a p¥iprava vzorki

V této studii byly pouzity CRISPR-Cas9 editované HelLa bunky deficitni
Vv jednotlivych enzymech PDNS (crGART, crPFAS, crPAICS, crADSL, crATIC),
které¢ byly pouzity také v prvni studii. Bunky byly kultivovany v médiu
DMEM/F12 sobsahem 10% FBS a 1% penicilin/streptomycin. Kultiva¢ni
médium PDNS deficitnich bunék obsahovalo navic 30 uM adeninu. V case
24 hodin pied sklizenim byly bunky pfemistény do PD média DMEM s obsahem
10% FBS a 1% penicilin/streptomycin. Kultivace bunék probihala v 25 cm?
kultiva¢nich lahvich (tj. pfiblizné 1 milion bunék v dobé 80-90% konfluence)
ve zvlhéené atmosféie s obsahem 5 % CO; pii 37 °C. Kazda bunééna linie byla

kultivovana v hexaplikatu.
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Sklizeni bunék bylo provedeno stejnym postupem, jaky byl uveden v prvni
studii (viz kapitola 3.1.1.4 Kultivace a sklizeni bun€k). Rozdilny byl pouze objem
methanolu pro oplach bun¢k (20 mL) a objem extrakéniho methanolu (1 a 2 mL).
Po lyofilizaci bylo ke kazdému vzorku ptidano 200 uL 80% methanolu, vzorky
byly centrifugovany (15000 X g, 15 min, 4 °C) a supernatanty byly pipetou

pieneseny do sklenénych vialek pro naslednou analyzu.

3.2.1.3 Necilena metabolomicka analyza

Vzorky byly analyzovany v jedné sérii v ndhodném poradi. Vzorek kontroly
kvality (QC) byl piipraven smichanim 10 pL kazdé¢ho vzorku PDNS deficitnich
| kontrolnich bunék a byl pouzity pro prvnich 10 nastiikti analyzy K ustaleni
podminek méfeni a déle jako kazdy paty vzorek pro kontrolu podminek v pribéhu
analyzy celé¢ série. Podminky chromatografické separace a nastaveni systému
byly stejné jako u prvni studie (viz kapitola — 3.1.1.3 Fragmentacni analyza
meziprodukti PDNS a jejich defosforylovanych analogi (HPLC-HRMS")).
Nastiik vzorka byl 5 pL.

Hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite pracoval v pozitivnim mddu ESI pfi
rozliseni 60 000 FWHM v rozmezi m/z 70-1500. Teplota iontového zdroje byla
300 °C, teplota ptenosové trubice byla 350 °C, pratok ptidavného plynu (,,sheath
gas“) 10 arbitrarnich jednotek, pritok pomocného plynu (,auxiliary gas®)
35 arbitrarnich jednotek, pritok dcisticiho plynu (,,sweep gas) 0 arbitrarnich
jednotek, napéti elektrospreje +3 kV. Chyba méfeni byla pod 5 ppm. Data byla
meéfena v profilovém maédu.

Statisticky vyznamné m/z signaly byly podrobeny fragmentacni analyze.
Fragmentacni spektra byla naméfena pii rozliSeni 15 000. Fragmentace byly
provedeny technikou CID s pouzitim 35 jednotek normalizované kolizni energie.
Aktivaéni Cas byl 10 ms, aktivacni parametr Q 0,25. Analyza probihala
V pozitivnim 1 negativnim moédu ESI. Nastaveni parametrd iontového zdroje
a chromatografickd metoda separace byly obdobné, jako v necilené
metabolomické analyze (popis je soucasti této kapitoly). Métené m/z signaly byly

poté identifikovany na zakladé¢ MSI pravidel.

-63 -



3.2.1.4 Cilena metabolomicka analyza

Cilena metabolomickd analyza byla provedena pomoci kapalinové
chromatografie (UltiMate 3000 RS, Dionex Sunnyvale, CA, USA) ve spojeni s
tandemovym hmotnostnim spektrometrem (Triple Quad 6500, SCIEX,
Framingham, MA, USA). Parametry pro chromatografickou separaci byly stejné
jako v necilené analyze (viz kapitola 3.2.1.3 — Necilena metabolomicka analyza).
Hmotnostni spektrometr pracoval v pozitivnim i negativnim moédu ionizace v
rezimu MRM. Oba kvadrupoly byly nastaveny na jednotkoveé rozliSeni. Nastaveni
iontového zdroje bylo nasledujici: napéti na kapilare +5500 V/- 4500 V, tlak
susiciho, zamlzujiciho plynu a ,,curtain gas“ byl 40 psi, teplota v iontovém zdroji
byla 400 °C. Hodnoty koliznich energii a deklasteranich potencialid byly pro
jednotlivé metabolity optimalizovany diive (pfi vyvoji metody) na komercné
dostupnych standardech. Po celou dobu analyz byl systém kontrolovan programy
Analyst (verze 1.6.2, Sciex, Foster City, CA, USA) a Chromeleon Xpress 6.80

(Thermo Fisher Scientific).

3.2.1.5 Zpracovani dat

Data znecilené metabolomické analyzy byla zpracovana v programu
Compound Discoverer™ 3 verze 3.0.0.294 (Thermo Scientific, Fremont, CA,
USA). Proces zpracovani dat zahrnoval integraci pikli, zarovnani retenc¢nich cast,
nahrazeni nulovych hodnot, spojeni aduktil, odstranéni pikli na tirovni Sumu a také
nastroje pro usnadnéni identifikace molekul (napt. odhad elementarniho slozeni
molekuly, prohledavani spekter v online dostupnych databazich). Detailni
nastaveni parametrli pro zpracovani dat je uvedeno v externi ptiloze v PDF
formatu (Cast E2). Pro spojeni fragmentli vznikajicich ve zdroji a odstranéni
dalsich multiplicit v datech byla provedena korela¢ni analyza, ktera byla uspésné
aplikovana v nasi dalsi studii tykajici se diagnostiky deficitu 3-hydroxy-3-
methylglutarové acidurie v ramci novorozeneckého screeningu [117], [118].

Data ziskana z cilené analyzy byla zpracovana v programu MultiQuant 3.0
(AB SCIEX, Foster City, CA, USA).
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3.2.1.6 Statisticka analyza

Data z cilené 1 necilené metabolomické analyzy byla zpracovana a statisticky
vyhodnocena v programu R (verze 3.5.0, www.r-project.com) s pouzitim bali¢ku
Metabol (https://github.com/AlzbetaG/Metabol). Interpolace dat byla provedena
metodou LOESS [119], [120]. Na zakladé vzorku kontroly kvality byly spocitany
variaéni koeficienty (CV) a features nebo metabolity majici CV vyssi jak 30 %
byly vylouceny z nésledného zpracovani. Na datech byla dale provedena clr
transformace (Centered Log Ratio) [121] a centrovani na nulu. P-hodnoty byly
spocitany na zakladé t-testu se zahrnutim Bonferroniho korekce (o= 0,05/ pocet
features nebo metabolitll). K vizualizaci dat byly pouZity metody jednorozmérné
a vicerozmérné statistické analyzy: krabicové grafy (box plots), nesupervizovana
metoda hlavnich komponent (PCA - Principal Component Analysis)
a supervizovana ortogonalni varianta metody nejmensich dil¢ich ¢tvercti (OPLS -
DA — Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis). Pro uréeni nejvice
vyznamnych features/metaboliti byl pouzit graf vyznamnosti proménnych (VIP —
Variable Importance in Projections) metody OPLS-DA. V necilené analyze bylo
vzdy vybrano prvnich 20 features s nejvyssim skore OPLS-DA VIP grafu z kazdé
bunééné linie, které byly podrobeny fragmentani analyze s cilem jejich
identifikace. Metabolity z cilené analyzy, jejichz skore OPLS-DA VIP bylo vyssi
jak 1, byly dale zpracovany v programu Cytoscape (https://cytoscape.org/)
ve snaze zobrazit metabolické drdhy, které nejvice ovlivnily rozdé€leni

jednotlivych skupin PDNS deficitnich bunék a kontrol.
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3.2.2 Vysledky

3.2.2.1.1 Necilena metabolomicka analyza

Pomoci programu Compund Discoverer bylo detekovano celkem 11729
features ve vSech studovanych skupinach (tj. kontrolni a jednotlivé PDNS deficitni
bunky), které byly definovany hmotnostnim rozsahem (m/z 70-1500) a reten¢nim
c¢asem (1,5-17 min). Pro sniZeni poctu features bylo v programu aplikovano
nékolik filtrti (externi piiloha, ¢ast E2) a poté byla provedena korela¢ni analyza
(korela¢ni koeficient 0,95, velikost retenéniho okna 0,06 min) vedouci
k odstranéni fragmentti a aduktd. Po statistickém zpracovani dat byl vysledny
pocet features 739.

Nesupervizovana metoda PCA ukazuje zietelné odd¢leni crPFAS, crPAICS,
crADSL a crATIC buné€k od kontrol (Obr. 17). Vyjimku tvotily crGART burky,
U kterych rozdil v metabolickém profilu oproti kontrolnim bunkdm nebyl
vyznamny pro déleni v PCA. Soucet vysvétlené variability komponent PC1 a PC2
byl 35,03 %. Klastrovani vzorki QC vyjadiuje opakovatelnost analyz. PCA
biploty jednotlivych deficitnich linii jsou zobrazeny Vv Ptiloze 8.1. Hromadéni
metabolit PDNS napti¢ drahou zplisobené jednotlivymi enzymovymi bloky je

znazornéno na Obrazku 18.
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Obrazek 17. PCA necilené metabolomicke analyzy PDNS deficitnich a kontrolnich
(K) HeLa bunek. Elipsy predstavuji 75% konfidencni interval. K oddéleni crGART
a kontrolnich bunék nedochazi, jelikoz CrGART burnky nehromadi primdrni
metabolit drahy PDNS z ditvodu jeho chemické nestability. Symboly: crGART
bunky (tmave modré ctverce), crPFAS bunky (fialové trojuhelniky), crPAICS
bunky (tmavé zelené kosoctverce), crADSL bunky (oranzové hvezdy), crATIC
bunky (svétle modré hvezdy), kontrolni bunky (svétle zelené trojuhelniky), QC

vzorky (Sedé ctverce).
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Obrazek 18. Hromadeni metabolitii PDNS (a jejich de-/fosforylovanych forem),
zpusobené enzymovymi bloky v drdze (zndzornény dvojitou cervenou carou pres
prislusnou metabolickou preménu v draze. Cervend barva ctvercii 0znacuje
zvySenou koncentraci metabolitu PDNS deficitni linie v porovnani s kontrolnimi
burnikami dle In (fold change), modra barva oznacuje snizenou koncentraci
metabolitu deficitni linie v porovnani s kontrolou (dle In (fold change)). Odstiny
Cervené/modré barvy predstavuji -10gi0 p-hodnoty (svétlejsi/tmavsi odstin

oznacuje Mensilvetsi statisticky vyznamny rozdil na zdklade t-testu).

Pro porovnani kazdé deficitni bunécné linie a kontrol byly vytvoieny
OPLS-DA VIP skorové grafy, ze kterych bylo vybrano vZzdy prvnich
20 nejvyznamngjsich features (s nejvyssim VIP skore), u nichz byla provedena
fragmentacni analyza s cilem jejich identifikace. K nejvyznamnéj$im metabolitim
identifikovanym v jednotlivych deficitnich bunécnych liniich Vv porovnani
s kontrolou pattily meziprodukty PDNS, jejich defosforylované formy a ojedinéle
také di- a trifosfatové formy (Tab. 3-7).
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Tabulka 3. Dvacet nejvyznamnéjsich features dle OPLS-DA VIP detekovanych
pfi necilené analyze crGART bunék v porovnani v kontrolnimi buikami. Pouzité
zkratky: PC — fosfatidylcholin, 7-mG — 7-methylguanin, PS — fosfatidylserin,
GLC-6P — glukosa-6-fosfat, PV — potadi vyznamnosti, tr — retenéni ¢as.

t detekovana teoreticka . rimér SD fold
PV (m?n) m/z m/z metabolit P VIP  VIP change p-hodnota
1 3,58 555,3909 PC 3,72 0,09 -3,59 5,90E-07
2 3,66 368,3295 - neznamy 3,18 0,06 -292 2,35E-07
3 5,23 375,1219 - neznamy 2,87 0,13 -226  3,52E-03
4 7,25 141,0191 - neznamy 2,85 0,13 -2,02 1,06E-04
5 4,39 823,5377 823,5363 PS (39:0) 2,84 0,08 -2,18 7,07E-07
6 7,78 338,0632 338,0628 AICAR 2,71 0,10 -192 2,53E-03
7 3,64 904,4673 - neznamy 2,57 0,07 1,75 1,33E-06
8 5,00 149,0064 - neznamy 2,55 0,22 2,55 3,44E-03
9 3,44 551,3955 551,3951 PC (20:0) 2,52 0,12 -1,82 1,42E-05
10 4,14 278,0409 - neznamy 2,47 0,14 -1,56 1,83E-04
11 3,50 495,3359 - neznamy 2,43 0,08 -1,42 7,22E-07
12 7,68 126,0317 - neznamy 2,40 0,08 -1,45 1,61E-08
13 4,21 165,0651 165,0651 7-mG 2,40 0,12 -1,89 2,73E-04
14 8,49 291,9755 - neznamy 2,38 0,10 1,57 3,47E-07
15 6,00 287,0681 - neznamy 2,37 0,09 1,90 1,38E-04
16 4,82 413,0010 - neznamy 2,27 0,09 1,39 1,23E-05
17 3,79 863,5916 - neznamy 2,26 0,17 2,22 1,30E-02
18 7,77 260,0303 260,0297 GLC-6P 2,22 0,07 -1,23 3,03E-07
19 3,60 675,5240 - neznamy 2,21 0,08 -1,28 9,78E-05
20 3,48 142,1106 - neznamy 2,19 0,11 141 6,62E-04
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Tabulka 4. Dvacet nejvyznamnéjsich features dle OPLS-DA VIP detekovanych
pii necilené analyze crPFAS bunék v porovnani v kontrolnimi buiitkami. Pouzité
zkratky: PS — fosfatidylserin, ala-gIn — alanylglutamin, PV — pofadi vyznamnosti,

tr — retencéni Cas.

t detekovana teoreticka . rimér SD fold
PV (m?n) m/z m/z metabolit pVIP VIP change p-hodnota
1 7,76 314,0520 314,0515 FGAR 4,02 0,07 6,09 4,00E-15
2 9,69 473,9849 473,9842 FGAr-3P 3,96 0,07 5,89 1,82E-15
3 3,81 234,0855 234,0852 FGAr 3,76 0,07 5,30 4 57E-12
4 8,56 394,0186 394,0178 FGAr-2P 3,25 0,06 4,00 4,06E-13
5 3,66 368,3295 - neznamy 2,73 0,04 -3,12 1,51E-07
6 4,45 161,0688 - neznamy 2,63 0,07 -2,79 1,06E-06
7 5,23 375,1219 - neznamy 2,52 0,12 -2,69 1,91E-03
8 4,30 755,4238 - neznamy 2,50 0,056 2,31 1,08E-05
9 7,25 141,0191 - neznamy 2,46 0,08 -2,17 1,01E-04
10 4,39 823,5377 823,5363 PS (39:0) 2,43 0,04 -242 2,35E-06
11 441 757,4909 - neznamy 2,41 0,04 -2,37 2,67E-07
12 3,60 675,5240 - neznamy 2,39 0,04 -2,17 7,26E-11
13 4,27 783,4562 - neznamy 2,36 0,06 2,08 1,20E-07
14 3,50 495,3359 - neznamy 2,23 0,06 -1,74 4,68E-07
15 5,56 217,1069 217,1063 ala-gin 2,22 0,12 -1,92 1,82E-04
16 7,78 338,0632 338,0628 AICAR 2,21 0,10 -1,96 2,46E-03
17 6,52 488,1085 - neznamy 2,16 0,06 -1,85 9,32E-05
18 7,68 960211 96,0211 fr;‘gﬂg“ 213 005 1,69 1,56E-08
19 4,69 159,1259 - neznamy 2,10 0,05 1,63 6,13E-08
20 7,68 126,0317 - neznamy 2,03 0,04 -1,55 1,36E-08
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Tabulka 5. Dvacet nejvyznamnéjsich features dle OPLS-DA VIP detekovanych
pii necilené analyze crPAICS bunék v porovnani v kontrolnimi buitkami. Pouzité
zkratky: PC — fosfatidylcholin, PS — fosfatidylserin, 5-mC — 5-methylcytidin,

PV —pofadi vyznamnosti, tr — retencni ¢as.

t detekovana teoreticka . raimér SD  fold
PV (m?n) m/z m/z metabolit P VIP  VIP change p-hodnota
1 3,74 215,0908  215,0906 Alr 432 0,07 69  7,23E-14
2 7,80 2950575  295,0569 AIR 354 0,06 464 6,53E-08
3 4,05 173,0701 - neznamy 3,44 0,06 4,41 3,74E-07
4 4,15 233,1016 233,1012 FGAMr 3,33 0,06 4,01 9,72E-06
5 8,49 715,1900 - neznamy 3,13 0,05 3,62 2,58E-12
6 358 257,1015  257,1012 5-mC 3,11 0,06 369  3,39E-08
7 358 555,3909 - PC 309 006 -372 2,77E-08
8 4,31 454,1822 - neznamy 3,08 0,07 3,58 4,13E-08
9 381 234,0855  234,0852 FGAr 291 0,05 318 6,52E-11
10 7,25 141,0191 - neznamy 2,83 0,09 -2,97 7,34E-06
11 3,66  368,3295 - neznamy 2,75 0,03 -3,09 1,33E-07
12 7,33 313,0682 313,0675 FGAMR 2,70 0,04 2,73 2,60E-10
13 4,71 328,1392 - neznamy 2,70 0,12 3,12 3,66E-04
14 3,84 539,4194 - neznamy 2,60 0,06 2,53 4,32E-10
15 4,10 377,3046 - neznamy 247 0,06 -2,36 6,74E-06
16 4,21 165,0651 165,0651 7-mG 2,41 0,06 -2,41 2,04E-06
17 4,86 528,3024 - neznamy 2,34 0,06 2,00 6,95E-07
18 3,44 551,3955 551,3951 PC (20:0) 2,27 0,08 -2,07 6,04E-06
19 4,39 823,5377 823,5363 PS (39:0) 2,24 0,05 -2,04 1,44E-06
20 5,23 375,1219 - neznamy 2,19 0,18 -2,39 5,10E-03
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Tabulka 6. Dvacet nejvyznamnéjsich features dle OPLS-DA VIP detekovanych
pii necilené analyze crADSL bunék v porovnani v kontrolnimi buikami. Pouzité
zkratky: PC — fosfatidylcholin, 7-mG — 7-methylguanin, PV — pofadi vyznamnosti,

tr — retencéni Cas.

t detekovana teoreticka . raimér SD  fold
PV (m?n) m/z m/z metabolit P VIP  VIP change p-hodnota
1 9,44 454,0744 454,0737 SAICAR 3,84 0,12 581 7,06E-07
2 7,76 374,1079 374,1074  SAICAr 3,79 0,12 5,74 3,72E-07
3 358 5553909 - PC 303 008 -352 1,21E-08
4 7,76  383,1079  383,1077 SAdo 2,86 0,07 328 1,72E-11
5 9,43 463,0745 463,0740 S-AMP 2,75 0,07 2,90 8,90E-10
6 3,74 2150908  215,0906 Alr 2,70 012 3,08 5,20E-05
7 366  368,3295 - neznamy 256 0,04 -2,74 9,93E-07
8 5,23 375,1219 - neznamy 2,47 0,10 -254 2,37E-03
9 3,76 564,5127 - neznamy 2,42 0,06 -2,32 1,47E-06
10 6,00 287,0681 - neznamy 2,33 0,04 2,49 2,01E-05
11 421  165,0651  165,0651 7-mG 233 0,06 -152 4,72E-06
12 3,44 551,3955 551,3951 PC (20:0) 2,29 0,08 -2,12 7,69E-06
13 6,08 379,1599 - neznamy 223 0,09 256 3,37E-04
14 4,39 823,5377 823,5363 PS (39:0) 2,22 0,056 -2,23 1,57E-06
15 4,06 538,2708 - neznamy 2,17 005 1,83 8,58E-05
16 3,64 904,4673 - neznamy 2,16 0,06 1,82 6,79E-07
17 7,78  338,0632  338,0628 AICAR 2,16 0,08 -1,82 3,16E-03
18 5,00 149,0064 - neznamy 2,16 0,13 2,56 3,20E-03
19 3,47 509,3853 509,3845 PC (18:0) 2,14 0,07 -1,89  9,40E-07
20 4,10 377,3046 - neznamy 2,13 0,07 -1,82 1,59E-06
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Tabulka 7. Dvacet nejvyznamnéjsich features dle OPLS-DA VIP detekovanych

pfi necilené analyze crATIC bunék v porovnani v kontrolnimi buitkkami. PouZité

zkratky: PC — fosfatidylcholin, 7-mG — 7-methylguanin, PS — fosfatidylserin, ala -

gln — alanylglutamin, NAD+ — nikotinamidadenindinukleotid, PV - pofadi

vyznamnosti, tr — retencni ¢as.

t detekovana teoreticka . rimér SD fold
PV (m?n) m/z m/z metabolit pVIP VIP change p-hodnota
1 3,58 555,3909 - PC 3,01 0,08 -3,75 2,80E-07
L-
2 6,09 222,0680 222,0674 cystathioni 2,96 0,07 -3,75 1,22E-07
n
3 6,03 379,1599 - neznamy 2,78 0,03 3,57 2,52E-05
4 3,91 258,0966 258,0964 AICAr 2,68 0,12 3,25 1,07E-04
5 3,66 368,3295 - neznamy 2,59 0,06 -3,00 3,10E-07
6 9,44 454,0744 454,0737 SAICAR 2,54 0,09 2,74 1,91E-05
7 7,78 338,0632 338,0628 AICAR 2,52 0,13 2,98 6,19E-04
8 4,18 396,1587 - neznamy 2,41 0,08 2,53 2,06E-07
9 7,76 374,1079 374,1074  SAICAr 2,41 0,09 251 1,95E-05
10 5,56 217,1069 217,1063 ala-gln 2,39 0,06 2,78 1,48E-05
11 4,21 165,0651 165,0651 7-mG 2,36 0,07 -2,43 1,28E-05
12 3,48 142,1106 - neznamy 2,33 0,11 -2,68 8,13E-05
13 5,00 149,0064 - neznamy 2,31 0,09 2,77 4,04E-04
14 4,05 179,0793 - neznamy 2,27 0,08 2,56 4,04E-04
15 3,84 539,4194 - neznamy 2,27 0,07 2,10 3,06E-05
16 4,39 823,5377 823,5363 PS (39:0) 2,17 0,03 -2,03 2,70E-06
17 4,10 377,3046 - neznamy 2,17 0,07 -195 2,56E-06
18 7,78 664,0942 664,0931 deNaEgP_ 2,16 0,06 -1,88 6,77E-07
19 6,15 308,1226 - neznamy 2,13 0,08 2,32 6,68E-04
20 10,81  497,9963 497,9954 AICAr-3P 2,10 0,16 2,03 3,21E-03
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Na MSI urovni 2 byly identifikovany tfi lipidy — dva fosfatidylcholiny
a jeden lipid nalezici do skupiny fosfatidylserini. Dale byl identifikovan jeden
fosfatidylcholin na MSI urovni 3. VétSina lipidi byla u deficitnich bunék nalezena
ve snizené koncentraci ve srovnani s kontrolou (Obr. 19). Uspé&snost identifikace

fragmentovanych features se pohybovala v rozmezi 25-50 %.
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Obrazek 19. Krabicové grafy statisticky vyznamnych lipidu, identifikovanych
v PDNS-deficitnich bunécnych liniich a kontrolnich buinkdach. Symboly: crGART
bunky (tmave modré ctverce), crPFAS bunky (fialové trojuhelniky), crPAICS
bunky (tmavé zelené kosoctverce), crADSL bunky (oranzZové hvezdy), crATIC
bunky (svétle modré hvezdy), kontrolni bunky (svétle zelené trojuhelniky).

3.2.2.1.2 Cilena metabolomicka analyza

V PDNS deficitnich HeLa bunkéach a kontrolnich bunkach bylo pomoci
cilené LC-MS/MS metabolomiky nalezeno celkem 183 metabolitii. Na zakladé
rozdili v metabolickych profilech doslo v PCA Kk rozdéleni PDNS-deficitnich
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a kontrolnich bun¢k (Obr. 20). Vysvétlena variabilita prvnich dvou dimenzi PCA
byla 41,54 %.
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PC1-22,13%; soucet = 41,54%

Obrazek 20. PCA cilené metabolomické analyzy PDNS-deficitnich a kontrolnich
(K) HeLa bunék. Elipsy predstavuji 75% konfidencni interval. Symboly: crGART
bunky (tmave modré ctverce), crPFAS bunky (fialové trojuhelniky), crPAICS
bunky (tmavé zelené kosoctverce), crADSL bunky (oranzové hvezdy), crATIC
bunky (svétle modré hvezdy), kontrolni buniky (svétle zelené trojuhelniky), QC

vzorky (Sedé ctverce).
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Pro kazdou dvojici deficitni linie-kontrola byl vytvofen OPLS-DA VIP
skorovy graf pro zobrazeni statisticky nejvyznamnéjSich metabolitd, které
odliSovaly deficitni linii bunék od kontrolnich. Z kazdého OPLS-DA VIP
skorového grafu byly vybrany metabolity s VIP skore vySsim jak 1 (viz externi
piiloha ve formatu PDF, Tabulky 1-5 v ¢asti E3), které byly vlozeny do programu
Cytoscape pro snadnéjsi vizualizaci, zejména pak pro zobrazeni vyznamnych
analytli v rdmci metabolickych drah, které byly nejvice zasazeny enzymovymi
bloky v PDNS. Vysledek analyzy dat z programu Cytoscape je na Obrazku 1
v externi piiloze ve formatu PDF (Cast E4). Barevny piechod od modré
po Cervenou je dan rozdilem mediant v clr koeficientech mezi PDNS deficitnimi
bunkami a kontrolni skupinou. Velikost kruhti piredstavuje statistickou

vyznamnost na zaklad¢ -logio p-hodnoty.

Adenylatovy energeticky naboj (AEC — Adenylate Energy Charge) bun¢k
byl vypocitan dle rovnice: [ATP] + 2 [ADP] / [ATP] + [ADP] + [AMP] [122].
Hladina energetickych rezerv byla nalezena niz$i u PFAS, ADSL a ATIC-
deficitnich linii v porovnani s PAICS-deficitnimi buitkami a kontrolou (Obr. 21).
Rozdily v hladinach nukleotidi AMP, ADP a ATP u PDNS-deficitnich bun¢k

V porovnani s kontrolnimi buiikami ukazuji krabicové grafy na Obrazku 22.
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Obrazek 21. Energeticky naboj PDNS-deficitnich bunécnych linii v porovnani
S kontrolnimi  bunkami. Experimentalni variabilita byla testoviana pomoci
Wilcoxonova dvouvybérového testu s oboustrannou alternativou, zatimco
biologicky vliv defektit PDNS byl ovéren pomoci jednostranného Wilcoxonova
dvouvybérového testu, kde alternativni hypotéza predpokladala nizsi AEC
U deficitnich bunécnych linii (nez u kontrol). Pro testovani byl pouzity
neparamentricky pristup, jelikoz normalita vzorkii kontrolnich bunék byla
zamitnuta. Energeticky ndaboj crADSL, crATIC a crPFAS bunék byl vyznamneé
snizeny v porovnani S kontrolnimi  bunkami (p < 0,01, vzhledem
k mnohonasobnému testovani hypotéz byla na hladinu vyznamnosti pouZita

Bonferroniho korekce).
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Obrazek 22. Boxploty adenosinovych nukleotidit PDNS-deficitnich bunécnych linii
a kontrolnich bunek. Zkratky: adenosinmonofosfat (AMP), adenosindifosfat
(ADP), a adenosintrifosfat (ATP). Symboly: crGART bunky (tmavé modré
ctverce), crPFAS bunky (fialové trojuhelniky), crPAICS bunky (tmavé zelené
kosoctverce), crADSL bunky (oranzové hvezdy), crATIC bunky (svétle modré
hvezdy), kontrolni buniky (svétle zelené trojuhelniky).

3.2.3 Diskuze

V této studii byl pomoci kombinace necilené a cilené metabolomické
analyzy ziskan obecny piehled zmén metabolomického profilu HeLa bunék
deficitnich pro jednotlivé enzymy PDNS. Genom bun¢k byl upraven metodou
CRISPR-Cas9 a jeji uspéSnost byla ovéfena analyzou mutaci, detekci proteind
a analyzou enzymovych aktivit [31]. Cilem studie bylo sledovani zmén
metabolomu PDNS-deficitnich bunék pii kultivaci bez pfitomnosti purini
v médiu. Dusledky hromadéni patologickych substrati neovliviiuji pouze

biologickou (enzymovou) rovnovahu, ale mohou byt zahrnuty dalsi faktory napf.
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signaliza¢ni kaskady, které budou zodpovédné za vyslednou buné¢nou odpoveéd'.
Statickd povaha experimentu pifedstavuje limitaci studie, nebot’ vysledky
poukazuji na nutnost pouziti kinetickych analyz (fluxu), které by dokazaly 1épe
vysvétlit sledované zmény a principy jejich regulace. Navzdory nékterym
omezenim predstavuji bunécné linie pouZzité v této studii nejblizsi dostupny lidsky
model metabolickych poruch PDNS, které mohou pomoci pii zkouméni podstaty
téchto enzymovych deficitl. Zmény v metabolomu téchto bunék mohou byt

uzite¢né také pii studiu terapeutickych cili rakoviny.

3.2.3.1 Necilena metabolomika

Utelem necilené metabolomické analyzy bunéénych linii crGART,
crPFAS, crPAICS, crADSL a crATIC bylo sledovani metabolomické odpovédi
mimo rozsah cilené analyzy. Pomoci fragmenta¢ni analyzy (zaloZené na ptesné
hmoté, fragmentaci a chromatografickém chovani dle strukturni predikce) bylo
potvrzeno hromadéni meziprodukti PDNS, jejich defosforylovanych forem a dale
analyza slouzila ke zjiSténi dalSich statisticky vyznamnych metabolitl (na zdkladé
OPLS-DA VIP skore), které nebyly soucasti cilené analyzy. Pomoci vicerozmérné
statistické analyzy bylo zjisténo, Ze nejvétsi vliv na déleni PDNS-deficitnich
bunécnych linii od kontrolnich bunék mély meziprodukty PDNS. Z toho divodu
byla pozdé&ji provedena cilenda metabolomicka analyza bez zahrnuti téchto latek
za uCelem studia vyznamnych zmén v zdkladnich metabolickych drahach
(Kapitola 3.2.3.2).

Metoda nesupervizované PCA ukazuje oddéleni crPFAS, crPAICS,
crADSL a crATIC bun¢k od kontrol, zatimco crGART buiky se shlukuji
S kontrolami (Obrazek 17). S vyjimkou crGART bunék bylo u vSech ostatnich
bunéénych linii zaznamenano hromadéni substratu blokované enzymové reakce
PDNS (Obrazek 18). U crGART bunék nedochazelo ke hromadéni PRA z divodu
jeho nestability in vivo (polocas rozpadu 5 s) [100], jak jiz bylo ukézano v prvni
studii této disertaéni prace. V ramci drahy PDNS nebyly u crGART bunék
detekovany jiné metabolity, jelikoz tato deficitni linie nese mutaci trifunkéniho

enzymu GART, ktery neni exprimovan.
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Vysoké procento vysvétlené variability PCA biplotl jednotlivych dvojic
(deficitni linie vs. Kontrolni buniky, Pfiloha 8.1) naznacuje, ze meziprodukty PDNS
mély nejvétsi vliv na rozdéleni vSech bunéénych linii v2D PCA zahrnujici
vSechny skupiny (Obr. 17). Posun rovnovahy enzymovych reakci v ramci PDNS
byl nejspis divodem ke hromadéni PDNS metaboliti nachazejicich se vice kroku
pied defektnim enzymem (Obrazek 18). Toto chovani bylo zminéno v prvni studii
této disertacni prace [94] i v dalSich studiich [51], [55], [71]. U crATIC bun¢k bylo
zaznamenano hromadéni mono-, di- a trifosfatové formy AICAr, coz je v souladu
s vysledky analyzy erytrocytl pacientky trpici AICA-ribosidurii [70]. AICAr-3P
vznikd piimo z AICAR aktivitou fosforibosylpyrofosfatsynthetasy (PRPS, EC
2.7..6.1) [123], narozdil od adeninovych nukleotidt, jejichz syntézu katalyzuji
nukleosidmonofosfatkinasy a nukleosiddifosfatkinasy. Hlavni cesta syntézy
adeninovych nukleotidii neprobiha katalyzou PRPS, coz miize byt divodem
k pozorovani odlisnych poméri mezi témito dvéma typy nukleotidi (pomér
AICAR/AICAr-2P/AICAR vs. AMP/ADP/ATP) [123]. Existuje ptredpoklad,
ze AICAr-2P neni meziproduktem syntézy AICAR-3P, ale je nejspiS produktem
intraceluldrniho rozpadu AICAR-3P, nebo vznikd béhem extrakce metabolitl
[124]. Dale byly detekovany FGAr-2P a FGAR-3P v crPFAS burnkach a Alr-3P
v crPAICS buiikach. V obou ptipadech je ptfedpokladan obdobny plivod vzniku
jako v pripad¢ fosfatovych analogti AICAr. V zivych bunkach nebyla s vyjimkou
AICAr doposud zaznamenéana zadnd di-, nebo trifosfdtova forma meziprodukt
PDNS.

Metabolity PDNS (zahrnujici pfimé meziprodukty, defosforylované formy
a dale di- a trifosfatové formy) vykazovaly nejvétsi statistickou vyznamnost (p-
hodnoty v rozmezi 1E-7 — 1E-15), zatimco p-hodnota metaboliti z jinych

metabolickych drah dosahovala maximalné 1E-7.

3.2.3.2 Cilena metabolomika

Pomoci LC-MS/MS cilen¢ analyzy bylo detekovano celkem
183 metabolitii, které byly statisticky zpracovany. Pro posouzeni metabolickych

zmén mimo drahu drdhu PDNS nebyly jeji meziprodukty (a ptisluSné ribosidové
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formy) zahrnuty do analyzy. Vizualizace vyznamnych zmén metabolismu PDNS-
deficitnich bunéénych linii v porovnani s kontrolnimi buiikami byla provedena
v programu Cytoscape. Statisticky nejvyznamnéjsi zmény (zaloZené na VIP skoére)
byly zaznamenany v metabolismu nukleotidd, sacharidl, acylkarnitini a také
v jednouhlikovém metabolismu (Obrazek 1 v externi piiloze ve formatu PDF, ¢ast

E4). Vysledky jsou diskutovany v jednotlivych kapitolach nize.

Centralni energeticky metabolismus nukleotidi

Biosyntéza purini de novo je energeticky naro¢ny proces, proto bunky
Vv pritomnosti dostateéného mnozstvi externich purinii preferuji spise jejich
recyklaci [27]. V této studii byly buniky vzhledem k experimentalnim podminkam
(kultivace v bezpurinovém médiu 24 h pied sklizenim) nuceny vyuzivat PDNS
a tim padem projevit metabolické diisledky enzymovych blokl v této draze. Pro
vSechny deficitni bunééné linie bylo spolecné sniZeni hladin adeninovych
a guaninovych nukleotidi vzhledem k enzymovym defektim a také kultivatnim
fluxu PDNS je dostatecna zbytkova aktivita ADSL v rozmezi 3-40 % [54], [125].
PDNS-deficitni buné¢né linie v nasi studii byly vytvoteny metodou CRISPR-
Cas9, kdy byly vytvoifeny inserce a delece nejméné jednoho nukleotidu v cilovém
genu, vedouci k posunu cteciho ramce a nedetekovatelné expresi proteinu.
Zbytkova enzymova aktivita byla nalezena pouze v ptipadé crADSL bunék (2,6 %
pro SAICAR) [31].

Adenylatovy energeticky naboj (Adenylate Energy Charge - AEC) je
ukazatelem energetického stavu buiky a je pocitan dle rovnice (ATP + %
ADP)/(ATP + ADP + AMP) [122]. AEC bunky kolisa v izkém intervalu a pokud
dojde naptiklad Kk jeho zvySeni, prevladnou metabolické procesy vedouci
ke snizeni zasob ATP a dalSich dulezitych meziproduktl biosyntézy, zejména diky
inhibici  fosfofruktokinasy a pyruvatkinasy. Metabolické procesy, které
spotfebovavaji ATP, jsou naopak aktivovany vzhledem ke zvySenym aktivitam
citratlyasy (lipogeneze) a PRPPS (syntéza nukleotidi) [122], [126]. Energeticky

stav PDNS-deficitnich buné¢énych linii v porovnani s kontrolou v této studii byl
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zachovan ve fyziologickém rozmezi navzdory znaénému kolisani v hladinach
adeninovych nukleotidd (Obrazky 22 a 23). Jiné studie ukazuji, Zze adenylatovy
pool mize klesnout az o 30 % své norméalni hodnoty, nez dojde k métitelné zméné
AEC [127], [128]. Jelikoz AEC PDNS deficitnich bunék zlstal b&éhem
experimentu ve fyziologickém rozmezi (Obrazek 22) a hladiny AMP, ADP a ATP
byly snizené u vSech deficitnich bun€k v porovnani s kontrolou (Obrazek 23),
mohlo dochazet ke snizené dostupnosti ATP pro metabolické premény vyzadujici
tento metabolit ve formée substratu ¢i kofaktoru. Diivodem tohoto chovani mohou
byt podminky kultivace bunék, které¢ kombinovaly deficit v PDNS s auxotrofnimi
kultivaénimi podminkami. Jako ptiklad disledku tohoto jevu lze zminit snizené
hladiny pyrimidinovych nukleotidd (napt. cytidin di/trifosfat) u deficitnich bun¢k
ve srovnani s kontrolnimi buitkami, které mohly byt zpiisobeny nizkou hladinou
ATP. Protoze podobné jako PDNS, i biosyntéza pyrimidinii spotfebovava velké
mnozstvi ATP. U deficitnich bun¢k byly déale pozorovany snizené hladiny ribosa-
S5-fostatu (prekurzor PRPP) a glukosa-6-fosfatu, které mohou byt dalSim divodem

snizené biosyntézy pyrimidint.

Metabolismus sacharidu

U vSech deficitnich bunéénych linii byly naméfeny sniZené hladiny
fosforylovanych hexos a zvySend hladina glukosy. Tento intracelularni nepomér
muZe byt zplisobeny snizenou hladinou ATP v deficitnich bunikéch a také ptimou
spotiebou v souvisejici hexokinasové reakci (EC 2.7.1.1). U pacienti s deficitem
ADSL nebyla hyperglykemie nikdy zaznamenana [51], u pacienti s AICA-
ribosidurii byly hlaSeny pouze stavy piechodné hypoglykemie, které souvisely
se zvySenou aktivitou drahy syntézy insulinu v jaternich bunkach [71], [129].
V deficitnich bunkédch byly dale pozorovany zvySené hladiny glykolytickych
meziprodukti 3-fosfoglyceratu a fosfoenolpyruvatu. V fadé€ studii rakovinnych
bun¢k bylo zjisténo, Ze flux glykolyzy mlze byt odklonén pies 3-fosfoglyceratu
ve sméru biosyntézy serinu, kterd je pro mnoho typi rakovinnych bunck stézejni
pro jejich proliferaci [42], [130], [131]. Prvnim a zaroven rychlost urcujicim

enzymem biosyntézy serinu (SSP — Serine Synthesis Pathway) je
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fosfoglyceratdehydrogenasa (EC 1.1.11.95), ktera je inhibovdna zvySenou
hladinou serinu. Jednouhlikové jednotky (1C) vznikajici ze serinu nemohly byt
vyuzity v PDNS, proto nejspi$ dochazelo ke hromadéni této aminokyseliny (vice
je popsano nize V kapitole Jednouhlikovy metabolismus). Ve vSech deficitnich
buiikkach byla detekovana sniZzend hladina laktatu v porovnani s kontrolnimi
bunikami. Studie uU¢inki AICAR na metabolismus HUVEC bunék pomoci
nuklearni magnetické rezonance ukazala trojnasobné sniZeni hladiny laktatu,
jelikoz u téchto bunék dochazelo k uptednostnéni oxidace mastnych kyselin pred
glykolysou (podrobnéji vysvétleno v nasledujici kapitole Metabolismus
acylkarnitintt) [80]. Toto pozorovani je souladu s nasimi daty naméfenymi u
crATIC bungk, nicméné u pacientli s AICA-ribosidurii nebyly zmény v laktatu

dosud zaznamenany [70], [71].

Metabolismus acylkarnitint

Acylkarnitiny tvoii velkou skupinu esterd L-karnitinu s mastnymi
kyselinami, které se ucastni mnoha metabolickych procest, napiiklad oxidace
mastnych kyselin, metabolismu vétvenych aminokyselin, vzniku ketonovych latek
a dalsich [132]. Profil acylkarnitini rozdélenych dle délky postranniho fetézce
(kratké, sttedné dlouhé a dlouh¢) vykazoval nejvyssi variabilitu u jednotlivych
PDNS-deficitnich linii v porovnani s kontrolnimi builkami (v rdmci vSech
meéfenych metabolitd, Obrazek 1 v externi ptiloze ve formatu PDF, cast E4).
Nékteré zmény v metabolismu vedouci ke zménam hladin acylkarnitintt mohly byt
tedy vyvolany zejména hromadicimi se meziprodukty PDNS, neZz vlivem
obecnych zmén souvisejicich s PDNS.

S vyjimkou crADSL bun¢k byly u ostatnich PDNS deficitnich bun¢k
pozorovany zvysené hladiny acylkarnitini s kratkym fetézcem, zatimco hladina
acylkarnitini se stfedné¢ dlouhym fetézcem byla ovlivnéna jen minimalné.
V crADSL bunkach byla detekovana snizena hladina acylkarnitind s kratkym
fetézcem se sudym poctem uhlikii (C2 a C4), ostatni acylkarnitiny z této skupiny
byly zvySené jako u ostatnich PDNS-deficitnich linii. Dale byla u crADSL bunék

nalezena snizena hladina ostatnich meziprodukti mitochondridlni b-oxidace (C6,
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C8, C10 a C12) v porovnani s kontrolnimi bunikami. Thai et al. popsal zvysené
koncentrace nékterych metaboliti (glutamat, alanin, C3 a C5) v souvislosti se
zvySenym katabolismem vétvenych aminokyselin u obéznich osob s insulinovou
rezistenci [133]. V crADSL bunkach nebyly zaznamenany zvySené hladiny
vétvenych aminokyselin, ale hladina glutaméatu a alaninu byla zvySena. V ptipadé
crATIC bunék muze byt za zvySené hladiny acylkarnitinii s kratkym fetézcem
zodpovédny hromadici se AICAR, ktery aktivuje B-oxidaci mastnych kyselin.
AICAR je totiz dobie znamym aktivatorem AMPK [134]. Diky podobnosti s AMP
je schopen inhibice acetyl-CoA-karboxylasy vedouci ke snizeni hladiny malonyl-
CoA. Jelikoz je tento metabolit inhibitorem karnitinpalmitoyltransferasy 1
(CPT1), dochazi k vyssi mife oxidace mastnych kyselin. ZvySena mira oxidace
mastnych kyselin aktivaci AMPK vlivem u¢inku AICAR byla uk4zana ve studii s
HUVEC bunkami [80].

U crGART, crPFAS a crADSL bunék bylo detekovano zna&né zvySeni
hladin acylkarnitini s dlouhym fetézcem se sudym poctem uhlikii (nasycené i
nenasycen€), které ukazuje na neuplnou oxidaci mastnych kyselin, jak bylo
popsano ve studii zabyvajici se insulinovou rezistenci mysich myocyti [135].
V této studii autofi popisuji, ze velky podil mastnych kyselin vstupujicich do
mitochondrii je odbourdvan pouze castecné, coz vede ke zvySenym hladinam
acylkarnitinti s dlouhym fetézcem se sudym poc¢tem uhlikti (C6-C22). Metabolické
profilovani pacientli s deficitem ADSL ovSem neodhalilo Z4dné diagnosticky

vyznamné acylkarnitiny v plasmeé [136].

Jednouhlikovy metabolismus

Ve vSech PDNS-deficitnich bunikach byla pozorovana zvysena hladina
serinu a meziproduktl jeho biosyntézy (glycerat-3-fosfat, fosfoserin) v porovnani
Vv kontrolnimi buiikami. Niz$i hladina glycinu, ktery je produktem transmethylace
serinu (reakce katalyzovana serinhydrohymethyltransferasou; EC 2.1.2.1), byla
naméiena v crGART, crPFAS a crADSL bunkach. V roce 2019 popsal Subedi a
kol. vyssi bazalni hladiny enzymi SSP v HeLa bunkach [137]. Pii studiu NCI60

bunééného panelu bylo zjisténo, ze pfeména serinu na glycin zvysuje miru ristu
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bunék a vyznamné piispiva do PDNS [131], coz jsou oba metabolické procesy
vyznamné ovlivnéné vnaSi studii vzhledem k pouzitym experimentalnim
podminkdm a bunéénému modelu. Na zékladé analyz s izotopovym znacenim
existuje predpoklad, ze pravé serin piispivd nejvice do jednouhlikového
metabolismu [138]. Zmény pozorované v koncentraci serinu a glycinu mohou byt
zpusobeny sniZzenou spotiebou jednouhlikovych jednotek pochazejicich z téchto
aminokyselin v PDNS vlivem enzymovych deficiti.

Zmeény v cyklu methioninu (soucast jednouhlikového metabolismu) byly
charakterizovany snizenymi hladinami S-adenosylhomocysteinu (SArhCYS) a S-
adenosylmethioninu (SAM) a naopak zvysenou hladinou methioninu ve vsech
PDNS deficitnich buiikach v porovnani s kontrolou. Zmény mohou byt zplisobeny
niz8i hladinou ATP v PDNS deficitnich bunkach (diskutovano v kapitole
Nukleotidovy metabolismus), kdy pravdépodobné dochazi k inhibici S-
adenosylmethioninsynthasy (EC 2.5.1.6), vyzadujici ATP pro svou reakci. Jelikoz
je SAM vyznamnym donorem methylové skupiny pfi methylaci lysinu, argininu,
histoni, DNA a RNA, muiZe dochdzet k vyznamnému ovlivnéni téchto
methylacnich procesi v PDNS deficitnich bunikach.

Ve vSech deficitnich buiikach (nejvice crATIC) bylo porozovano vyznamné
sniZzeni hladiny cystathioninu, které mtzZe byt zptisobeno nizkou hladinou SAM
a SAthCYS. Tyto dva metabolity jsou totiz allosterické aktivatory cystathionin-
beta-synthasy (EC 4.2.1.22), ktera katalyzuje syntézu cystathioninu ze serinu
a homocysteinu.

V piipadé crATIC bun€k mize byt jednouhlikovy metabolismus ovlivnén také
hromadénym AICAR ¢i AICAr-3P, které jsou schopné regulovat expresi gent
jednouhlikového metabolismu mechanismem riboswitchové aktivace u celé fady
bakterii [139]. Existuje hypotéza, ze AICAR muize byt hlavnim regulatorem
jednouhlikového metabolismu u eukaryot vzhledem ke konzervaci této drahy

u vSech domén zivota [140].
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4 ZAVER

V této disertacni praci jsou popsdna fragmentacni spektra metaboliti PDNS,
metoda pro jejich analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym
rozliSenim, a také aplikace této metody na vzorky HeLa bunécnych linii deficitnich
pro jednotlivé enzymy PDNS. Na zdkladé ziskanych vysledki byly stanoveny tyto

zavery:

4.1 Analyza meziprodukti purinové de novo syntézy pomoci

hmotnostni spektrometrie

Tato prace jako prvni poskytuje souhrnnou fragmentacni analyzu
syntetizovanych meziproduktli PDNS a jejich defosforylovanych forem pomoci
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim. Fragmentace jednotlivych
metaboliti byla provedena do tfeti az Sesté urovné. Ukdazalo se, Ze nejvice
fragment(i vznikd v Grovnich MS® a MS* Dale byly identifikovany spole¢né
charakteristiky fragmentace pro skupinu ribotidd a ribosidi PDNS. Ziskana
spektra ribotidi PDNS byla porovnana s jejich in silico spektry v online dostupné
databazi Metlin a vzhledem Kk nizké shod¢ byly popsany limitace in silico
fragmentace komercné nedostupnych latek, tedy vétSiny téch z nasi studie. Ziskana
data slouzila k vyvoji metody pro detekci téchto metaboliti v HelLa bunkéch
deficitnich pro jednotlivé enzymy PDNS, které predstavuji prvni lidsky model pro
znamé i potencialni dédiéné metabolické poruchy biosyntézy purini. Metodu Ize
aplikovat v riznych odvétvich vyzkumu PDNS jako je studium purinosomu,
bunécného cyklu a enzymové kinetiky. Metoda mize byt také uplatnéna pii vyvoji
diagnostickych metod znamych/potencialnich metabolickych poruch PDNS a pro

pochopeni jejich patobiochemie.
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4.2 Kombinovana cileni a necilena metabolomicka analyza HeLa

bunék deficitnich v purinové de novo syntéze

Nalezen¢ metabolické zmény byly velmi podobné u vSech linii HeLa bunék
deficitnich v enzymech PDNS v porovnani s kontrolnimi buiikami. Statisticky
nejvyznamnéj$i metabolity odliSujici PDNS-deficitni linie od kontrol byly
meziprodukty PDNS ptedchdzejici danému enzymovému bloku. Naruseni PDNS
mélo za nasledek sniZzeni hladin adeninovych a guaninovych nukleotidii, pfesto
adenylatovy energeticky naboj bunky zlstal ve fyziologickém rozmezi. Ve vSech
PDNS-deficitnich bunkach byly nalezeny zmény v jednouhlikovém metabolismu,
které mohou vést k niz§i methylaéni aktivité¢ bunék a vyznamné tak ovliviiovat
bunécné procesy modifikace RNA, DNA a proteinti. Nejvetsi rozdily mezi
jednotlivymi PDNS-deficitnimi bunécnymi liniemi byly pozorovany v hladinach
acylkarnitinti. Tyto metabolické zmény mohly byt zpGsobeny hromadicimi se
meziprodukty PDNS.

Zmeény nalezené v metabolismu PDNS-deficitnich bunék ptedstavuji vhodny
model obdobnych zmén, které mohou nastat u pacientti s deficity PDNS. I kdyz je
samoziejm¢ velmi obtizné pienést zmény pozorované in vitro na pacienty, tato
studie mize byt ptinosna pii odhalovani patologie téchto ne ptili§ prozkoumanych

enzymovych deficiti.

- 87 -



5 VYHLEDY

V poslednich letech stoupa zajem o vyzkum purinové de novo syntézy,
zejména mechanismy vzniku a regulace purinosomil a jejich vliv na ostatni
bunécné procesy. V oblasti dédicnych metabolickych poruch PDNS dochazi
k prelomu V jejich studiu diky vytvofeni prvniho (a zaroven doposud jediného)
lidského buné¢ného modelu téchto chorob metodou editace genomu CRISPR-
Cas9 (bunécné linie pouzité v této disertacni praci). PDNS-deficitni HeLa bunécné
linie jsou nyni intenzivné studovany. Jiz byly publikovany analyzy transkriptomu
crGART, crADSL a crATIC HeLa bunék, které popisuji vliv daného deficitu
PDNS na genovou expresi. Spolecné s metabolomickou analyzou ziskame
komplexni pohled na bunécné procesy ovlivnéné a regulované nefungujici PDNS
a to nejen v oblasti DMP, ale napiiklad nékterych typd rakoviny ¢i Downova
syndromu. Vysledky vyse uvedenych analyz ovSem mohou piedstavovat pouze
fenotyp specificky pro pouzité HeLa linie. V budoucnu je tedy tieba vyvijet nové
bunécné modely pro ovéfeni obecnych zavéri a také provadét fluxomické
metabolomické analyzy, abychom ziskali pohled na dynamiku PDNS v re4dlném

case.
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8 PRILOHA

8.1 PCA biploty jednotlivych PDNS-deficitnich linii z necilené

metabolomické analyzy.
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Obrazek 1: PCA biplot crGART bunék v porovnani s kontrolnimi bunkami
Z necilené metabolomické analyzy. Délka a smeér Sipek je dana vahami metabolitii
V prvnich dvou komponentdach. Nazev kazdého vzorku obsahuje informaci o poradi
V sekvenci, typu bunécné linie a identifikacni cislo, které bylo automaticky

prirazeno programem Compound Discoverer. Zkratka CON Vv obrdzku oznacuje

kontrolni burky.
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Obrazek 2: PCA biplot crPFAS bunék v porovnani s kontrolnimi bunkami
Z necilené metabolomickeé analyzy. Délka a smeér Sipek je dana vahami metabolitii
V prvnich dvou komponentach. Nazev kazdého vzorku obsahuje informaci o poradi
V sekvenci, typu bunécné linie a identifikacni cislo, které bylo automaticky

prirazeno programem Compound Discoverer. ZKratka CON Vv obrdzku oznacuje

kontrolni bunky.

-112 -



| | | | | | | |

§pice X23_PAICS_5n_1..F85.
Py X130.02702._6.591_ — o
1 X183.06602_7.033_
A11.F
x4_PRICE 3 g 5.
* X131.06952_4.351_creatine
-~
X215.09083._3.739_Air X326:13018_ 4707 X131,06948._4.407_
x3TIGTHLL A Fcamr
X295.05746._7 %04
X462048
(= — ©
565341 018997257
O\O 8329523657 _
w X556.390853.583
C>.. X375.12192._5.232_ |
N L
N
1
O
o T L <?|
L. ™
|
N
. <
I
X60_PAICS_1_180614232857_1..F53. )
* |
T | T |
-2 -1 0 1

PC1 - 48,55%; soucet = 70,63%

Obrazek 3: PCA biplot crPAICS bunék v porovnani s kontrolnimi bunkami
Z necilené metabolomické analyzy. Délka a smer Sipek je dana vahami metabolitii
V prvnich dvou komponentach. Nazev kazdého vzorku obsahuje informaci o poradi
V sekvenci, typu bunécné linie a identifikacni cislo, které bylo automaticky

prirazeno programem Compound Discoverer. ZKratka CON Vv obrdzku oznacuje

kontrolni buriky.
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Obrazek 4: PCA biplot crADSL bunék v porovnani s kontrolnimi bunkami
Z necilené metabolomickeé analyzy. Délka a smér Sipek je dana vahami metabolitii
V prvnich dvou komponentdach. Nazev kazdého vzorku obsahuje informaci o poradi
V sekvenci, typu bunécné linie a identifikacni cislo, které bylo automaticky

prirazeno programem Compound Discoverer. Zkratka CON Vv obrdazku oznacuje

kontrolni bunky.
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Obrazek 5: PCA biplot crATIC bunék v porovnani s kontrolnimi bunikami
Z necilené metabolomické analyzy. Délka a smer Sipek je dana vahami metabolitii
V prvnich dvou komponentach. Nazev kazdého vzorku obsahuje informaci o poradi
V Sekvenci, typu bunécné linie a identifikacni cislo, které bylo automaticky

prirazeno programem Compound Discoverer. ZKratka CON Vv obrdzku oznacuje

kontrolni buriky.
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