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Ciele prace

e Vypracovanie literarnej reSerSe o doterajSich poznatkoch diagnostiky dedi¢nych
metabolickych portach so zameranim na poruchy metabolizmu sacharidov.

e Vypracovanie literarnej reSerSe o aktudlnom stave analyzy sacharidov a cukornych
alkoholov v moci.

e Validacia LC-MS metody.

e Aplikacia metody: Priprava biologickych vzoriek a ich LC-MS/MS analyza,

vyhodnotenie a spracovanie vysledkov, interpretacia nameranych dat.



1 Uvod

Dedi¢né metabolické poruchy (DMP) su genetické ochorenia, ktoré zasahuji do mnohych
metabolickych drah organizmu. Prejavy ochoreni su vel'mi variabilné od asymptomatickych
pripadov az po zivot ohrozujuce stavy (Blau et al., 2022). Jednou zo skupin DMP st ochorenia
metabolizmu sacharidov, medzi ktoré patri aj ochorenie s nazvom galaktosemia, ktoré vznika
narusenim funkcnosti génu potrebného na syntézu enzymov Leloirovej drahy pre odbtravanie
galaktozy (Coelho et al., 2015). Okrem ochorenia metabolizmu galaktézy do tejto skupiny
radime mnohé iné metabolické poruchy Sestuhlikatych sacharidov, napriklad fruktozy,

alebo taktiez naruSenie fyziologického fungovania pentdzafosfatovej drahy.

Ked’ze mnohé ochorenia metabolizmu sacharidov su zivot ohrozujuce, rychla a spravna
diagnostika je kl'ucova. Doposial’ su zndme viaceré metddy delenia a identifikécie sacharidov
v telovych tekutinach, akou je napriklad mo¢, kde sa dané sacharidy vyskytuju v roznych
koncentraciach. Prave spojenie plynovej chromatografie shmotnostnou spektrometriou
(GC/MS) sa v mnohych laboratériach pouziva na rutinné sledovanie cukrov a cukornych
alkoholov v moci. Ide o techniku s vysokou citlivost'ou, ktora dokéze odseparovat’ aj jednotlivé
izomérne formy sacharidov (Kuhara, 2005). Prikladom starSej metddy na stanovenie sacharidov
je tenkovrstvova chromatografia (TLC), ktoré sa uz v dne$nej dobe pouziva minimalne (Young

& Jackson, 1970).

V snahe zefektivnit diagnostiku boli vyvinut¢é mnohé metédy kvapalinovej
chromatografie s tandemovou hmotnostnou spektrometriou (LC-MS/MS), ktoré su
charakteristické jednoduchou pripravou vzorky, nakolko nepotrebuji Specidlnu a
komplikovant derivatizaciu vzorky (F. Li et al., 2022; M. M. C. Wamelink, Smith, et al., 2005).
V ramci zjednodusenia a zrychlenia diagnostiky galaktosemie a d’alSich poruch metabolizmu
sacharidov bola v Laboratoriu dedi¢nych metabolickych poruch (LDMP) vo Fakultnej
nemocnici v Olomouci vyvinutda LC-MS/MS metdéda pre analyzu vybranych cukrov
a cukornych alkoholov v moci. Cielom tejto prace bolo previest’ ¢iastocnu validaciu metddy,
teda stanovit’ spravnost, presnost’ a carry-over vybranych analytov. Metdda bola nésledne

aplikovana na vzorky zdravych jedincov a pacientov suspektnych na DMP.



2 Teoreticka ¢ast’
2.1 Dedi¢né metabolické poruchy

Dedi¢né metabolické poruchy (DMP) su ochorenia, ktorych spolocnym znakom je mutacia
génov kodujucich vznik proteinov potrebnych pre spravne fungovanie metabolizmu (Guo et al.,
2023). Na vznik nového funk¢éného proteinu je potrebny prepis nukleotidovej sekvencie z génu
do mRNA a nasledna translacia do formy polypeptidu, ktory neskor podliecha posttranslaénym
modifikacidm. Mutacia génu moéze ovplyvnit' jednotlivé kroky syntézy proteinu a jeden
z najcastejSich dosledkov zmeny syntézy je strata funkcie daného proteinu (Nussbaum et al.,

2007).

Funk¢éné jednotky T'udského organizmu, ako su enzymy a membranové transportéry,
maju proteinovy charakter. Enzymy maja funkciu biokatalyzatorov, ktoré su neodluciteI'nou
castou vsetkych metabolickych drah organizmu. Pri strate ich funkcie dochddza bud’
k nedostatocnej tvorbe produktu enzymatickej reakcie, akumuldcii toxického substratu,

alebo k premene substratu alternativnou drahou (Ferreira & van Karnebeek, 2019).

Klinické priznaky ochoreni sa prejavujia vicsinou kratko po narodeni a po
konzumacii stravy (kojenie a nasledné zaradenie roznych potravin). Priznaky su vo velkej
miere neSpecifické (bolest’ brucha, nevol'nost’, zlyhdvanie pecenie, arytmia, neurologické
problémy), o lekdrom stazuje diagnostiku DMP. Pre zabranenie trvalych nasledkov je vSak

spravna a rychla diagnostika ochorenia tplne nevyhnutna (Balakrishnan, 2021).

Na vyhl'adanie DMP sluZi novorodenecky skrining (NS), vd’aka ktorému moze byt
ochorenie odhalené vo vel'mi skorom $tadiu. Skorou a spravnou liecbou mdze byt zahdjena
terapia, ktora odvrati nevratné poskodenie zdravia dietata. V Ceskej republike sa v ramci NS
vySetruje 18 dedi¢nych metabolickych ochoreni (https://www.novorozeneckyscreening.cz/ov-

co-je-novorozenecky-screening).

V stcasnosti je znamych >1890 DMP (http://www.iembase.org/), ktoré st rozdelené do
24 kategorii podla metabolickej drahy, akej su stcastou. Kategorie zahfniajii poruchy
metabolizmu zakladnych biomolektl ako aminokyselin, lipidov, sacharidov a peptidov, ako aj
poruchy intermediarneho metabolizmu a inych biologicky vyznamnych molekul (Ferreira et al.,

2021).

DMP su individuélne zriedkavé ochorenia, avSak stthrnne su zodpovedné za vel’ky pocet

detskych postihnuti a umrti (Ezgu, 2016). Globalna incidencia DMP je nizka a to 1:10 000.
2
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Vzhl'adom na nedostatocnu diagnostiku st DMP pri¢inou vysokej miery umrtnosti najma deti

pod pét rokov (Waters et al., 2018).

Prenos DMP je zvdcSa autozomalne recesivny, avSak su zndme aj autozomalne

dominantné ochorenia, ako aj viazané na X chromozém (Tebani et al., 2016).

Lie¢ba DMP zavisi na konkrétnom ochoreni, avSak vo vSeobecnosti plati vylucenie
substratu zo stravy, ktory nie je mozné metabolicky spracovat, ako napriklad pri ochoreni

galaktosemia, kde je jedina sucasna liecba vo forme bezgalaktdzovej diéty (Delnoy et al., 2021).

2.2 Dedi¢né poruchy metabolizmu sacharidov

Dedi¢né metabolické ochorenia sacharidov predstavuju vyznamnu skupinu genetickych
ochoreni, ktoré ovplyvituji schopnost’ organizmu metabolizovat’ sacharidy. Tieto molekuly st
vyznamna zlozka stravy, ktord je pre telo nevyhnutna ako zdroj energie. Medzi DMP sacharidov
sa radia poruchy metabolizmu galaktézy (napr. galaktosemia), metabolizmu fruktézy (napr.
fruktosuria), syntézy a degradacie glykogénu (glykogenodzy), pentézafosfatovej drahy (napr.
pentosuria), transportu glukozy, glykosylacie a mukopolysacharidézy (Blau et al., 2022).

DMP sacharidov st charakteristické variabilnymi klinickymi priznakmi. Patria medzi
ne poruchy vyvojového a neurologického charakteru, hypoglykémia a r6zne disfunkcie peene
(Witters et al.,, 2021). Zaroven je typickym znakom ochoreni akumulédcia sacharidov
a cukornych alkoholov v telovych tekutinach, konkrétne v krvi a moci, ktoré¢ moédzu slazit
k diagnostike DMP pomocou kvapalinovej/plynovej chromatografie (LC/GC) v spojeni
s hmotnostnou spektrometriou (MS) (Yi-Yung Hsia, 1961; M. M. C. Wamelink; Smith, et al. ,
2005; Yager et al., 2006).



2.2.1 Poruchy metabolizmu galaktozy

Galaktdza je monosacharid, ktory spolo¢ne s glukdzou tvori disacharid laktozu — inak nazyvany
mlie¢ny cukor. Laktoza je najvyznamnejsi sacharid v mlieku cicavcov, ¢im s nim prichadza
I'udsky organizmus do kontaktu od narodenia. Galaktéza sa v organizme bezne vyskytuje,
pricom plni okrem energetickej funkcie aj funkciu stavebnu, nakol’ko je sti¢astou mnohych

glykolipidov a glykoproteinov (Coelho et al., 2015).

Po vstupe galaktozy do gastrointestinalneho traktu, vacSinou vo forme laktdzy, je jej
vstrebdvanie  vtenkom  Creve  zabezpefené  enterocytmi, pomocou  aktivnych
sodno-glukézovych transportérov SGLT1. Nasledne sa krvnym obehom dostava do
hepatocytov, kde je prenesend pomocou transportérov GLUT2. V peceni je galaktdza

premienand na glukézu, ktort organizmus dokaze energeticky vyuzit' (Demirbas et al., 2018).

Galaktdza sa degraduje metabolickou drahou s nazvom Leloirova dréha. V tejto drahe
sa pomocou troch enzymov degraduje molekula galaktézy az na aktivovanu molekulu glukézy,
alebo sa tvoria glykoproteiny a glykolipidy (Nyhan & Hoffmann, 2020). Prvy krok Leloirovy
drédhy nastava az po nevyhnutnej premene B-galaktdzy na a-galaktozu, ktord je katalyzovana
ald6za-1-epimerdzou (galaktomutarotdza, GALM, EC 5.1.3.3) (Succoio et al., 2022).
Vzniknutd o-galaktéza vstupuje do prvej enzymatickej reakcie Leloirovy drahy za ucasti
ATP:D-galaktdza-1-fosfotransferazy (galaktokinaza, GALK1, EC 2.7.1.6), ktora katalyzuje jej
premenu na galaktozu-1-fosfat. Tato fosforylovana galaktdza je
UTP:a-D-hex6za-1-fostaturidylyltransferazou (urydylyltransferaza, GALT, EC 2.7.7.10)
premenend na glukozu-1-fosfat. Pri tejto reakcii vznikd ako vedl'aj§i produkt reakcie aj
UDP-galaktoza z UDP-gluk6zy (Timson, 2016). V poslednom kroku je UDP-galaktéza
premenend pomocou UDP-galaktéza-4-epimerazy (GALE, EC 5.1.3.2) na UDP-glukézu
(Nyhan & Hoffmann, 2020).

Spravne odburanie galaktdzy je zavislé na vSetkych Styroch enzymoch. Akonahle dojde
k defektu jedného znich a metabolickd draha je narusena, dochadza k vzniku ochorenia
snazvom galaktosemia (Obr. 1). Na zdklade defektného enzymu sa rozliSuju 4 typy

galaktosemii (Badiu Tisa et al., 2023).
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Obr. 1: Schéma metabolizmu galaktdzy s vyznacenim defektnych enzymov (Cierne, tucne) prislusnych
DMP (Cervene) a alternativne drahy metabolizovania galaktdzy (prevzaté a upravené z Blau et al., 2022,
Succoio et al.,2022). Skratky enzymov: AKR1B, aldézareduktaza; GAL, galaktézadehydrogenaza;
GALE, UDP-galaktéza-4-epimeraza; GALK 1, galaktokinaza; GALM, galaktomutarotaza; GALT,
uridylyltransferaza

Ak je normalne fungovanie Leloirovej drahy narusené, galakt6za sa odburava tzv.
alternativnymi metabolickymi dradhami. Jedna z moznosti je redukéna draha galaktozy, v ktorej
vzniké galaktitol pomocou enzymu NAD(P)+ 1-oxidoreduktozy (ald6zareduktaza, AKR1B, EC
1.1.1.21) (Coelho et al., 2017). Galaktitol sa d’alej nedokaze odburat’ a je vylucovany mocom,
avSak hromadi sa aj vbunkach, kde pdsobi toxicky. V bunkach SoSovky pdsobi
hyperosmoticky, ¢im vtahuje do bunky vodu a spdsobuje katarakt. V bunkach tkaniv ako je

mozog sposobuje pritomnost’ galaktitolu opuch, ¢o mdze viest’ ku smrti (Lai & Klapa, 2004).

Dal$ou alternativnou cestou odburavania galaktézy je jej premena na galaktonat
v oxida¢nej drdhe. Na oxidacii galaktozy sa podiela enzym D-galaktéza:NAD+

I-oxidoreduktaza (galaktézadehydrogenaza, GAL, EC 1.1.1.48). Vzniknuty galaktonat moze



byt’ nasledne vyluceny z tela mocom alebo vstupuje do pentdzafosfatovej drahy, kde prebieha

dekarboxylacia za vzniku xyluldzy (Wehrli et al., 1997).

Klinické priznaky vsetkych typov galaktosemii maji spolo¢né znaky ako je katarakt
a zvy$ena hladina galaktozy a galaktitolu v krvi a v moéi. Specifické priznaky sa lisia medzi
jednotlivymi mutdciami génov (Timson, 2006). Liecba na galaktosemiu pozostava vyhradne
z bezgalaktozovej diéty. Zamedzenie pristupu galaktozy do organizmu znamena bezprostredné

vylucenie laktozy zo stravy (Delnoy et al., 2021).

2.2.2 Poruchy metabolizmu fruktozy

Fruktoza je monosacharid, ktory je bezne prijimany do organizmu v strave, ¢i uz vo volnej
forme v ovoci a mede, alebo vo forme disacharidu sacharézy spolu s molekulou glukézy.
Podobne ako glukdza a galaktdza, fruktéza prispieva k zisku energie vo forme ATP alebo je
ucastna na tvorbe glykogénu a tukového tkaniva po jej metabolickom spracovani na
fosforylovanu gluk6ézu. Odburavanie tohto monosacharidu prebieha prevazne v bunkach
pecene, obliciek a tenkého Ereva, do ktorych sa dostava cez membranu GLUTS transportérmi

(Tran, 2017, Hannou et al., 2018).

Metabolizmus fruktézy je podmieneny kaskddou troch enzymovych reakcii, ktoré
postupne premienaji fruktozu na triézafosfat, ktory je pridany do tridzafosfatového poolu
v bunke. V prvom kroku dochadza k ireverzibilnej fosforylacii fruktozy, ktorti sprostredkiva
ATP:D-fruktoza-1-fosfotransferaza (ketohexokinaza, KHK, EC 2.7.1.3) (Herman & Birnbaum,
2021). Fruktoza-1-fosfat (Fru-1-P) je dalej premenena D-fruktoza-1,6-bisfosfat-
D-glyceraldehyd-3-fosfatlydzou (aldolazou B , ALDOB, EC 4.1.2.13) na tri6zafosfaty,
konkrétne glyceraldehyd a dihydroxyacetonfosfat (dihydroxyaceton-P), pricom glyceraldehyd
je d’alej fosforylovany pomocou ATP:D-glyceraldehyd-3-fosfotransferazy (triokinaza, TKFC,
EC 2.7.1.28). Fosforylovany glyceraldehyd-3-fosfat (glyceraldehyd-3-P) mdze vstupovat’ do
glykolyzy a cez pyruvat vstupovat’ do Kresbovho cyklu, kde prispieva k zisku energie, alebo sa

mdze zucastnit’ syntézy glykogénu (Tappy & Rosset, 2017).

In4 draha odburania fruktozy vedie cez fosforylaciu ketohexokinazou a nasledna druhu
fosforylaciu  ATP:D-fruktdza-fosfat-6-fosfotransferazou (1-fosfruktokinaza, FRUK, EC
2.7.1.56), pricom vznika molekula fruktéza-1,6-bisfostat (Fru-1,6-bisP), ktord je zndmym
medziproduktom metabolickej drahy glykolyzy. Tato molekula sa premiena D-frukt6za-1,6-

bisfosfat-1-fosfohydrolazou (fruktoza-1,6-bisfosfataza, FBP, EC 3.1.3.11) na frukt6zu-6-fosfat
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(Fru-6-P), ktora moze vstupovat’ do glukoneogenézy. Je mozna aj priama fosforylacia fruktozy
na uhliku ¢islo Sest’, no enzym ATP:D-hexo6za-6-fosfotransferaza (hexokinaza, HK, EC 2.7.1.1)

vyrazne preferuje glukdzu ako substrat (Funari et al., 2007).

V sucasnej dobe st uvadzané tri vrodené poruchy metabolizmu fruktézy (Obr. 2). Ak
dochadza k deficitu ketohexokindzy (KHK, EC 2.7.1.3), vznikd ochorenie nazyvané
fruktosuria. Jedna sa o bezpriznakové ochorenie, priCom fruktéza, ktora nie je premenena na
Fru-1-P, je vyli¢end mocom, alebo je premenend hexokindzou na Fru-6-P, ktorda moze byt
nasledne ulozena do tukového tkaniva (Bonthron et al., 1994; Herman & Birnbaum, 2021).
Tym, Ze je ochorenie bezpriznakové a nepotrebuje lieCbu, nie je mozné urcit prevalenciu
dané¢ho ochorenia, nakol’ko vela pacientov zostane nediagnostikovanych (Johnston et al.,

2021).

sacharoza

|

glukdza fruktoza

GLUTS GLUTS GLUTS
== =3 = ==
W
enterocyty
hepatocyt
/ GLUT2 GLUT2 GLUT?2 \
Fructosuria HFI glyceraldehyd
KHK 3¢ alpoe 3¢
fruktdza ———> fruktdza-1-P
HK ! FRUK | HEI dihydroxyaceton-P TKFC
v v
Ly P ~_ awos ¢
rul- - » Fru-1,6-bisP
\!’ FBP“ glyceraldehyd-3-P
FBP-D |
Glu-6-P |
k ' | /
| l
Voo v
glukoneogenéza glykolyza (Krebsov cyklus)

Obr. 2: Schéma metabolizmu fruktézy s vyzna¢enim defektnych enzymov (Cierne, tucne) prislusnych
DMP (Cervene) (prevzaté a upravené z Blau et al, 2022, online software KEGG,
https://www.genome.jp/kegg/). Skratky enzymov a ochoreni: ALDOB, aldolaza B; FBP, fruktoza-
1,6-bisfosfataza; FBP-D, deficit fruktoza-1,6-bisfosfatazy; FRUK, 1-fosfofruktokinaza; HK,
hexokinaza; HFI, dedi¢na intolerancia fruktozy; KHK, ketohexokinaza; PFK, fosfofruktokinaza; SI,
sacharaza; TKFC, triokinaza

7



Druhym ochorenim je dedi¢nd intolerancia fruktdézy (z angl. hereditary fructose
intolerance HFI), ktorda vznikd v doésledku deficitu aldolazy B (ALDOB, EC 4.1.2.13).
Akumulacia Fru-1-P sposobuje zastavenie glukoneogenézy, o znamend inhibiciu produkcie
glukozy. Vysoké koncentracia Fru-1-P taktiez spdsobuje pozastavenie glykogenolyzy, ¢o ma za
nasledok zniZenie koncentracie glukézy v krvi (Yasawy et al., 2009). Klinické priznaky sa
neprejavuji u novorodencov, nakolko materské mlieko neobsahuje fruktézu. Zaradenim
fruktdzy do stravy nastupuju aj klinické priznaky ako zvracanie, hypoglykémia a pri vyssej
koncentracii fruktdzy v strave aj letargia az koma. Pri tomto ochoreni je pritomnd zvySena

koncentracia fruktozy v moc¢i (Ali et al., 1998).

Poslednou zndmou poruchou je deficit frukt6za-1,6-bisfosfatazy (FBP-D), pricom dany
enzym ma za fyziologickych podmienok vyznamnu funkciu v defosforyléacii Fru-1,6-bisP na
Fru-6-P. Tento produkt enzymovej reakcie je dalej premietiany v metabolickej drahe
glukoneogenézy na glukézu (Yi & Xie, 2022). Prvé symptomy sa rozvijaji po zaradeni jedal
obsahujucich fruktézu do stravy. Klinické symptémy moézu byt nespecifické ako napriklad
bolest’ brucha, avSak moézu prerast do zavaznych Zivot ohrozujicich stavov ako je
hypoglykémia a néasledne kéma z fibrilnych ki€ov (N. Li et al., 2017). Obzvlast zavazné
klinické priznaky su pozorované unovorodencov, nakol’ko nemaju dostatocnii zasobu

glykogénu a nediagnostikované ochorenie mdze koncit’ smrt’'ou (Lebigot et al., 2015).

2.2.3 Poruchy pentozafosfatovej drahy

Pentozafosfatova draha (PPD) je alternativnou drahou spracovania glukozy. Vo vacsine buniek
je glukéza metabolizovand glykolyzou. Odhaduje sa, Zze len 10-20% glukézy je
metabolizovanych pomocou PPD. Této dréha nie je zavisla na pritomnosti kyslika, no taktieZ
netvori energiu vo forme ATP. Jej hlavnymi funkciami je produkcia redukovaného kofaktora
NADPH pre anabolické reakcie a syntéza riboza-5-fosfatu (ribdza-5-P), ktory je potrebny na
tvorbu nukleotidov a nukleovej kyseliny (Wamelink et al., 2008). Lokalizacia PPD je
v cytosole, kde je vysokd spotreba NADPH pre syntézu mastnych kyselin.

PPD ma dve casti ato oxidacnu (dehydrogenacnti) a regeneracnu. V oxidacnej fazy
dochadza k vzniku ribul6zy-5-fosfatu (ribuloza-5-P) sledom troch enzymatickych reakcii.
Vprvej z nich dochddza k dehydrogendcii glukdza-6-fosfatu (glukéza-6-P) za vzniku
6-fosfoglukono-o-laktonu pomocou D-glukoza-6-fosfat:NADP+1-oxidoreduktazy
(gluk6za-6-fostatdehydrogenaza, G6PDH, EC 1.1.1.49). Nasleduje spontdnna premena



reaktivneho glukonolaktonu na 6-fosfoglukonat za ucasti 6-fosfo-D-glukono-1,5-
laktonhydrolazy (glukonolaktonaza, PGLS, EC 3.1.1.31). Poslednym krokom oxidac¢nej fazy je
vznik produktu ribuléza-5-P za pomoci 6-fosfo-D-glukondt:NADP+ 2-oxidoreduktazy
(6-fosfoglukonatdehydrogenaza, 6PGDH, EC 1.1.1.44). Cielom oxidacnej fazy je tvorba
redukovanych kofaktorov NADPH a ribuldzy-5-P (Kodicek et al., 2022).

Prvé kroky regeneracnej fazy zahfiaju dva enzymy: D-ribulozu-5-fosfat-3-epimerazu
(ribul6za-5-fosfat-3-epimeraza, RPE,EC 5.1.3.1) a D-rib6za-5-fosfat-ald6za-ket6za-izomerazu
(riboza-5-fosfat-izomeraza, RPI, EC 5.3.1.6), ktoré izomerizuja ribulézu-5-P za vzniku pentoz
ribdza-5-P  a xylul6za-5-fosfatu (xyluléza-5-P). Nasledne su tieto péatuhlikaté cukry
metabolizované enzymami sedoheptul6za-7-fosfat:D-glyceraldehyd-3-
fosfatglykolaldehydtransferazou (transketoldzou, TKT, EC 2.2.1.1) a sedoheptuloza-7-
fosfat:D-glyceraldehyd-3-fosfat-glycerontransferaza (transaldolazou, TALDO, EC 2.2.1.2) za
vzniku erytrdza-4-fosfatu (erytr6za-4-P) a frukt6za-6-fosfatu (frukt6za-6-P) (Wamelink et al.,
2005). Hlavnou metabolickou ulohou PPD je produkcia ribézy-5-P ako zakladnej Struktury
RNA molekuly a erytr6zy-4-P ako prekurzora syntézy aromatickych aminokyselin. Neoxida¢na
cast’ PPD je prepojend s metabolickou drahou glykolyzy cez viaceré produkty ako fruktézu-6-P
a glyceraldehyd-3-P (Grochowski et al., 2005) (Obr. 3).

Bolo zistené, Ze bunky nepotrebuju na prezitie va¢sinu enzymov PPD okrem riboza-5-
fosfat izomerazy (RPI, EC 5.3.1.6). Ak vSak organizmu chyba funkcia enzymov G6PDH
(EC1.1.1.49), 6PGDH (EC 1.1.1.44), TALDO (EC 2.2.1.2), TKT (EC 2.2.1.1) aRPI (EC
5.3.1.6), XR (EC 1.1.1.9) vedie to k zavaznych metabolickym ochoreniam (Obr. 3) (Stincone
et al., 2015).
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Obr. 3: Schéma pentozafosfatovej drahy s vyznaCenim defektnych enzymov (Cierne, tucne) prislusnych
DMP (Cervene) a vznikajuce diagnosticky Specifické metabolity indikujuce DMP (prevzaté a upravené
z Blau et al, 2022, Shayota et el., 2020). Skratky enzymov a DMP: G6PDH, glukdza-6-
fosfatdehydrogenaza; GPI, glukdza-6-fosfat-izomeraza;, 6PGDH, 6-fosfoglukonatdehydrogendza;
PGLS, glukonolaktonaza; PNTSU, pentosuria; RPE, ribuldza-5-fosfat-3-epimeraza; RPI,
ribdza-5-fosfat-izomeraza; RPIA, deficit riboza-5-fosfat-izomerazy; SHPKD, deficit sedoheptul6za-
kinazy; TALDO, transaldolaza; TALDOD, deficit transaldolazy; TKT, transketoldza; TKTD, deficit
transketolazy; XR, 1- xylul6zareduktaza
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Jednym zo vzéacnych ochoreni PPD je deficit riboza-5-fostat-isomerazy (RPIA, EC
5.3.1.6). Pri tomto ochoreni sa v telesnych tekutinach akumuluju pentitoly ribitol a arabitol.
Uplna nefunkénost’ enzymu je smrtelnd, pric¢om pri novorodencoch nie je vzdy post mortem
odhalena ako pri¢ina umrtia. Ciastony deficit enzymu sa moze prejavovat’ neurologickymi
problémami ako je napr. leukoencefalopatia (Huck et al., 2004; M. M. C. Wamelink et al., 2010;
M. M. C. Wamelink et al., 2008).

Deficit transaldolazy (TALDOD, EC 2.2.1.2) sa prejavuje velkou variabilitou
symptomov. Pre novorodencov je charakteristickd hepatosplenomegalia, krvacavé stavy

a abnormélne funkcie pecene (LeDuc et al., 2014). Toto ochorenie je charakteristické
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akumulaciou sacharidov sedoheptul6zy, manoheptulézy a cukornych alkoholov erytritolu,
arabitolu, ribitolu, sedoheptitolu a perseitolu v telovych tekutindch (Engelke et al., 2010;
Wamelink, Struys, et al., 2005).

Dal$im metabolickym ochorenim je deficit transketoldzy (TKTD, EC 2.2.1.1), ktoré sa
prejavuje akumulaciou cukornych alkoholov erytritolu, arabitolu, ribitolu v krvi a moci. Medzi

klinické priznaky patria srde¢né poruchy a vyvojové oneskorenia (Boyle et al., 2016).

Deficit ATP:sedoheptul6za-7-fosfotransferdzy (seduheptulokinaza, SHPKD, EC
2.7.1.14) je ochorenie, pri ktorom sa zvysuje hladina erytritolu v telovych tekutinach. Ten méze
vznikat’ z fosforylacie sedoheptuldzy fruktokinazou (EC 2.7.1.4), ktord je nasledne aldolazou
B (EC 4.1.2.13) premenena na erytrozu, ktorej redukciou vznika erytritol. Manifestacia
ochorenia sa prejavuje vel'mi odliSnymi priznakmi, medzi ktoré patria napr. anémia a cholestaza

u novorodencov (Kardon et al., 2008).

Pentosuria  je  ochorenie, ktoré je  spOsobené  deficitom v enzyme
xylitol:NAD+2-oxidoreduktaza (1-xyluldzareduktiza, XR, EC 1.1.1.9). Prejavuje sa
vylu¢ovanim xylulézy v moci. Hromadenie xyluldézy je sposobené nefunkénost'ou enzymu
redukovat’ xylul6zu na xylitol. Toto ochorenie je benigne bez zavaznych priznakov (Pierce et
al., 2011). Pozornost’ tomuto ochoreniu sa bola venovand na zaciatku 20. storoCia, kedy
diagnostické testy nerozliSovali medzi pentézami a hex6zami, ako napriklad gluko6zou.
Ochorenie bolo mnohokrat zamenené¢ za diagndézu Diabetes Mellitus. Zamenou sa l'udia

s pentosuriou liecili inzulinom, ktory vSak spésoboval hypoglykemicky Sok (Blau et al., 2022).

Arabinosuria je d’alSou poruchou metabolizmu cukrov a cukornych alkoholov. Mo¢om
vyluovand arabin6za a arabitol st charakteristickym znakom tohto ochorenia. Predpoklada sa,
ze zvysené hladiny arabin6zy mo6Zu na mozog pdsobit’ toxicky (Onkenhout et al., 2002). Tato
DMP je pravdepodobne sposobend deficitom L-arabinitol:NAD+4-oxidoreduktazy
(L-Arabitoldehydrogenazy, LADA, EC 1.1.1.12), avSak tato hypotéza stale nie je potvrdena.

Poslednym metabolickym ochorenim je deficit D-sorbitol:NADP-+-oxidoreduktazy
(sorbitoldehydrogenazy, SORD, EC 1.1.1.B60). Pri tomto enzymatickom defekte je
znemoznena premena sorbitolu na fruktézu Polyolovou drahou. Tato draha pozostava z dvoch
krokov. Prvym krokom je redukcia glukézy na sorbitol pomocou alditol:NAD(P)+
1-oxidoreduktazy (aldoldzareduktdza, AKRIB, EC 1.1.1.21), na ktoru nasleduje oxidacia
sorbitolu na fruktézu sorbitoldehydrogendzou (EC 1.1.1.B60) (JEFFERY et al., 1984; Zhu et
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al., 2023). Klinickym priznakom narusenia tejto drahy je akumulacia sorbitolu v SoSovkach, co

sposobuje katarakt (Vetter & Shin, 1995).

2.3 Diagnostika poruch metabolizmu sacharidov

Sacharidy si po chemickej stranke polyhydroxyaldehydy, polyhydroxyketony
a polyhydroxyalkoholy. Ako z nazvu vyplyva, si to molekuly, ktoré obsahuji aldehydicku
alebo keto skupinu a rozny pocet hydroxyskupin. Charakteristické vlastnosti vyplyvajice zo
Struktary molekul, akymi su chiralita — pritomnost’ viacerych asymetrickych centier, vznik
enantiomerov a diastereoizomérov, prispievaju kich obtiaznej analyze. Rozne izoformy
sacharidov majui rovnaké vlastnosti ako polaritu a molekulovi hmotnost’, na zéklade ktorych

ich nedokézeme jednoducho separovat’ (Niaz et al., 2020).

Jednou zprvych technik, ktoré dokézali separovat’ sacharidy bola v roku 1946
papierovd chromatografia PC (z angl. paper chromatography). Prvé pouzitie papierovej
chromatografie naStartovalo Studium zamerané na Strukturu a metabolizmus sacharidov

(Kowkabany, 1953).

V roku 1961 zacalo skiimanie tenkovrstvovej chromatografie TLC (z angl. thin-layer
chromatography) ako d'aliej moznej separaénej techniky sacharidov. Casom sa tato
chromatograficka technika zlepSovala, aZ sa z nej stala metdda na rutinné stanovenie sacharidov
v moc¢i. TLC dokéZe rutinne otestovat’ pritomnost’ glukdzy, galaktozy, fruktozy a laktozy (de

Hoffmann & Stroobant, 2007; Ovodov et al., 1966).

Vzhladom ktomu, Ze stanovenie jednoduchych monosacharidov a disacharidov
nestacilo k diagnostike DMP sacharidov, bolo cielom vyvinat metody, ktoré by dokazali
stanovit’ $irSie spektrum sacharidov a cukornych alkoholov v mo¢i (de Hoffmann & Stroobant,
2007). K tomu bola v roku 1991 vyuzita technika plynovej chromatografie, ktora sa vyznacuje
vysokou citlivostou, rozliSenim a jednoduchym spojenim s detekénymi technikami ako
napriklad MS (z angl. mass spectrometry) (Shoemaker et al., 1991). Nevyhodou tejto techniky
je nutnost’ derivatizacie vzorky, aby sa dosiahla prchavost’ anizS§ia polarita vzorky.
Derivatizacia sacharidov nie je jednoduchy proces, nakol'ko ich molekuly obsahuji velké
mnozstvo funkénych skupin avysoky podiel tautomérnych foriem, ktoré tvoria zlozité
chromatogramy. Derivatizacia ma viaceré nevyhody a preto je postupne GC nahradzovana LC.

Medzi nevyhody GC patri vyssia Casova narocnost’ predupravy vzorky, vacsi objem vzorky,
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vyber vhodnych derivatizacnych ¢inidiel, cena Cinidiel ardozna extrakéna ucinnost (Ruiz-

Matute et al., 2011, Bayona et al., 2012).

V poslednych rokoch sa vyrazne uprednostituje technika kvapalinovej chromatografie
v spojeni s tandemovou hmotnostnou spektrometriou LC-MS/MS (z angl. liquid
chromatography/mass spectrometry). Jednym z dovodov jej Castej aplikacie pre diagnostiku
DMP je vysoka selektivita a citlivost’ metddy. Prave v roku 2005 Wamelink et al. vyvinuli 2
nové LC-MS/MS metddy pre stanovenie vybranych sacharidov a cukornych alkoholov v moci.
Jedna z vyvinutych metéd dokézala separovat’ aj rozne izoméry sacharidov a sacharidovych
alkoholov (M. M. C. Wamelink, Smith, et al., 2005). Pomocou novych LC-MS/MS metd6d boli
identifikované nové biomarkery heptéz a heptitolov ako je seduheptuldza, manoheptuléza,
sedoheptitol, perzeitol v moc¢i aokrem toho bolo identifikované nové metabolické

ochorenie - TALDO deficit (M. M. Wamelink et al., 2007).
2.4 Kvapalinova chromatografia v spojeni s hmotnostnou spektrometriou

2.4.1 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Jednou z najroz$irenejSich separa¢nych technik v laboratériach je vysokouc¢inna kvapalinova
chromatografia HPLC (z angl. high pressure liquid chromatography). Jedna sa o techniku, ktora
sa pouziva na separdciu malych molekul, no taktiez aj biomakromolekul (Manz et al.,
2015;Oliver, 1998). Tato technika umoziuje rozdelit' zlozky v zmesi medzi stacionarnu
(chromatograficka kolona) a mobilnt fazu. Vysoky tlak zaist'uje optimélnu u¢innost’ a rychlost’

separacie latok (Pingoud et al., 2002).

Systém HPLC pozostava z davkovaca mobilnych faz (pohybliva faza) vo forme pimp,
ktoré vodnu a organicku fazu nandsaju na koldénu podla pozadovaného pomeru. Vzorka je
pomocou autosamplera nastrieknutd do mobilnej fazy, ktora ju undSa cez stacionarnu fazu
(nepohyblivi). Stacionarna faza je bud’ tuha latka alebo kvapalina ukotvend na nosici, ktora je
umiestnend v chromatografickej kolone. Mobilna faza, pri chromatografickom deleni, preteka
cez staciondrnu fazu a dochadza k opakovanému ustal'ovaniu fazovej rovnovahy delenych latok
medzi pohyblivi a nepohyblivi fazu, na zaklade rdznej sile interakcii zloZiek zmesi s ¢asticami
staciondrnej fazy. Tymto principom dochddza kroéznej sile zadrzovania latok
v chromatografickej kolone a tym maju separované latky rozdielny elu¢ny cas (Novakova et
al., 2013). Postupnu eluciu latok z kolony zaznamenava detektor. V sti¢asnosti existuje rada

detektorov ako napriklad UV detektor, ktory je vhodny na analyzu peptidov a proteinov, no
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vyrazne vstupuje do popredia hmotnostny spektrometer (MS). Vysledkom analyzy je
chromatogram, kde pozorujeme vysku intenzity signalu zavislu na retenénom case (Manz et al.,

2015; Pingoud et al., 2002).

Na zéklade fyzikalnych principov separacie existuje niekol’ko druhov LC. Zakladnou
formou LC je chromatografia s normalnou fazou NP-LC (z angl. normal phase liquid
chromatography). Pri NP-LC je mobilna fdza menej polarna ako stacionarna faza, o ma za
nasledok silné zadrzanie poldrnych molekul v stacionarnej fazy a eluciu nepolarnych latok
prvych z kolény. Prikladom nepolarnej mobilnej fazy je hexan alebo chloroform. Jednou
z vyhod NP-LC je moznost’ separacie izomérov, ¢o vyuziva farmaceuticky priemysel (Abbott,
1980). Druhou moznost'ou je chromatografia s reverznou fazou RP-LC (z angl. reversed phase
liquid chromatography), ktord sa vyuziva pre analyzu malych biomolekul rozpustnych
v polarnych rozpustadlach akymi su voda a acetonitril. Staciondrna faza v RP-LC pozostava
z nepolarnych alkylovych retazcov (Ca — Cig) a mobilnu fazu tvoria polarne rozpustadla ako
methanol a acetonitril (Blum, 2014; Manz et al., 2015). Inou formou chromatografickej
separacie je hydrofilna interak¢na kvapalinovd chromatografia HILIC (z angl. hydrophylic
interaction liquid chromatography), ktora sluzi k separacii polarnych, nenabitych hydrofilnych
latok. V tejto separacii je stacionarna faza hydrofilnd a mobilné faza je Ciastocne hydrofobna,
pricom elu¢né Cinidlo je tvorené vodnymi roztokmi. Mechanizmus tejto techniky je zaloZeny
na vzniku difiznej vrstvy medzi polarnou ¢ast'ou stacionarnej faze. Ttto vrstvu tvoria molekuly
vody, ktoré tvoria gradient smerom do mobilnej fazy. Tato metdda separdcie ma mnoho vyhod
medzi ktoré patri vel'mi dobra retencia pre polarne latky a taktiez vysSie prietokové rychlosti
mobilnej fazy, nakolko obsahuje vysoky pomer organickej zlozky, vacSinou acetonitrilu

(Buszewski & Noga, 2012; Oliver, 1998; Novakova et al., 2013).

2.4.2 Hmotnostna spektrometria

Za najviac rozvijajucu sa techniku analytickej chémie sa povazuje hmotnostna spektrometria
(z angl. mass spectrometry), ktorej hlavnou funkciou je rozdelenie nabitych Castic na zaklade
pomeru ich hmotnosti a naboja (m/z) pomocou elektrického a magnetického pola vo vakuu.
Jedna sa o vel'mi citlivli a presnu techniku, ktord ma vyuzitie v kvalitativnej a kvantitativnej
analyze Sirokého spektra molekul. Okrem informécii o pritomnosti a mnoZstve analytu, tato

metdda dokdze urcit’ Struktiru a Cistotu latok (Pingoud et al., 2002).
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MS ma tri zakladné casti, pricom prvou z nich tvori id6novy zdroj, ktoré¢ho funkcia je
produkcia nabitych Castic v plynnej fazy. V ionovom zdroji dochadza k vzniku molekuldrnych
i6nov z neutralnych molekul a méze taktiez dochadzat’ k fragmentacii nabitych Castic. Existuje
velké mnozstvo ionizacnych technik, ktoré su pre metdédu vyberané na zaklade chemickych
vlastnosti analyzovanych latok ako je prchavost’ latky, tepelna stabilita a iné. Vo vSeobecnosti
rozdel'ujeme ionizané techniky podl'a mnozstva energie potrebnej pre ionizaciu na mékkeé
a tvrdé¢ ionizacné techniky. Medzi tvrdé ionizacné techniky patri elektronova ionizacia (EI), pri
ktorej i6ny podliehaju fragmentéacii. Mékké ionizacné techniky ako chemicka ionizacia (CI),
ionizacia za atmosférického tlaku (APCI), ionizécia elektrosprejom (ESI) a laserova desorpéna
ionizacia s pomocou matrice (MALDI), naopak vac¢sinu ionov nefragmentuju (de Hoffmann &

Stroobant, 2007; Friedecky D & Lemr K, 2012).

Druhé ¢ast MS je hmotnostny analyzator, v ktorom dochadza k separacii vzniknutych
i6onov na zaklade pomeru hmotnosti a naboja. RozliSujeme niekolko typov hmotnostnych
analyzatorov ako je elektricky sektorovy analyzator, magneticky sektorovy analyzator,
analyzator doby letu, linedrny kvadrupol, linedrna kvadrupolova pasca, idbnova pasca a orbitrap.
Jednotlivé typy vyuZivaju rozne fyzikalne-chemické principy na separaciu idnov ako je napr.
kineticka energia, momentum, rychlost, frekvencia rezonancie ¢i stabilita trajektorie. (Manz et

al., 2015).

Jednym z najCastejSie pouzivanych hmotnostnych skenujicich analyzatorov je
kvadrupolovy analyzator. Skladd sa zo Styroch paralelnych kovovych elektrod, ktorymi
prechadza jednosmerny a striedavy prud. Na zaklade zvolené¢ho pradu je umozneny oscilacny
prechod vybranych i6nov. Kvadrupol je povazovany za jednoducho ovladatelny, robustny

a cenovo dostupny hmotnostny analyzator (Manz et al., 2015).

V sucasnej dobe je pre svoju vysoku citlivost’ a selektivitu uplatiovana tandemova
hmotnostnd spektrometria (MS/MS), ktord vyuziva spojenie dvoch alebo viacerych
hmotnostnych analyzatorov. Prvy hmotnostny analyzator vybera produktové i6ony (Q1), druhy
dané i6ny fragmentuje (kolizna cela, Q2) a treti analyzuje dcérske i6ny (Q3).. Vyhoda tejto
techniky je identifikdcia latok nie len na zdklade ich hmotnosti, ale aj na zaklade
fragmentacnych Casti, ktoré urcuju Strukturu molekuly. Prave tato vlastnost’ metody sa vyuziva
pri identifik4cii zIu€enin, ktoré maju rovnaku hmotnost’ a podobné chemické chovanie. MS/MS
ma Siroké uplatnenie vo farmaceutickom priemysle pri vyvoji lie¢iv a v klinickych
laboratoriach na diagnostiku DMP (Pingoud et al., 2002; Sadilek, 2020).
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Tretou castou MS je detektor, ktory je schopny zidnov, prechadzajucich z
hmotnostného analyzétora generovat’ elektricky prud, a ten je imerny ich mnoZzstvu. Detekcia
je zalozend na ich naboji, hmotnosti a rychlosti. V dnesnej dobe je zndme viacero typov
detektorov, ktoré si uzivatel' vybera na zaklade analytickej aplikacie. Vysledkom analyzy na
hmotnostnom spektrometri je hmotnostné spektrum, na ktorom je viditeI'na zavislost’ intenzity

signdlu na pomere hmotnosti a ndboja (m/z) (Koppenaal et al., 2005).

2.5 Validacia LC-MS/MS metody

Kazdé klinické laboratérium musi pouzivat také postupy merania, ktoré napiiaju vsetky
poziadavky, ktoré si na dané meranie stanovené. Validacia metddy je proces, ktory preukazuje,
ze dany postup je vhodny pre zamyslany ucel. Podl'a normy ISO/EC 17025 musi laboratérium
validovat’ neStandardné metody, metoddy vyvinuté v laboratoriu a Standardné metody pouzivané

mimo ur¢eny rozsah alebo inak upravené (Wille et al., 2022).

Pri validécii sa urcuju validacné charakteristiky/parametre, ktoré urcuje organizacia
zaoberajlca sa validaciou analytickych metod akymi st napriklad EMA (European Medicines
Agency) alebo FDA (Food and Drug Administration) (Khamis et al., 2021). Pre
chromatograficki metddu su to parametre - selektivita, Specifita, matricové efekty, kalibracna
priamka, linearita, kalibra¢ny rozsah, pracovny rozsah, spravnost’, prenost’, carry-over (prenos

vzorky), integrita riedenia, stabilita a reprodukovatelnost’ nastrekov (EMA, 2022).

Linearita je jednym znajdolezitejSich valida¢nych charakteristik, ktoré su prvotne
popisované. Ide o schopnost’ danej metddy poskytovat’ vysledky merani, ktoré su priamo
umerné mnozstvu analytu vo vzorke v kalibraénom rozsahu. Tato imernu zavislost moze
popisovat’ kalibra¢né priamka. Téato grafickd reprezentdcia linearity vo forme priamky by mala
obsahovat’ minimdlne 6 kalibra¢nych bodov, a mala by mat’ dostatony rozsah na pokrytie
schopna zachytit, nazyvame detekény limit LOD (z angl. limit of detection). Statisticky
vyznamna je aj hodnota kvantitativny limit LOQ (z angl. limit of quantification), ktora oznacuje

Novakova & Dousa, 2013).

Spravnost’  predstavuje = mieru  zhody medzi nameranymi  hodnotami
a teoretickymi/skutoénymi hodnotami. Stanovenie tohto validatného parametru prebieha

presne popisanym postupom ur¢enym organizaciou. Pripravia sa vzorky, ktoré obsahuju zname
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mnozstvo analyzovanej latky - tzv. vzorky kontroly kvality QC (z angl. quality control). Tieto
vzorky su nasledne analyzované danou metdodou a vysledky si porovnavané s nominalnou
hodnotou. QC vzorky by mali pokryvat' cely kalibraény rozsah, preto si merané na 4
koncentracnych urovniach: dolny limit kvantifikdcie LLOQ (z angl lower Ilimit of
quantification), nizke LQC (z angl. low quality control), stredné MQC (z angl. middle quality
control) a vysoké HQC (z angl. high quality control). Valida¢ny protokol podl'a EMA definuje
akceptacné kritéria, ktoré by mali jednotlivé QC vzorky spinat’ (EMA, 2022; Hankova, 2015).

Presnost’ metody udéva mieru zhody medzi vzajomne nezavislymi vysledkami merani.
Tento parameter indikuje ndhodné chyby a udava sa vo forme smerodatnej odchylky alebo
variatného koeficientu (% CV). Presnost sa moéze analyzovat' v rovnakom merani ako
spravnost’ a oba parametre sa podla EMA stanovuji analyzou v jednom dni (within-run)

a medzi dihami (between-run) (EMA, 2022; Gonzalez et al., 2014).

Prenos vzorky (carry-over) je spdsobeny pritomnost'ou zvySkového mnozZstva vzorky
v stroji, ktory moze nasledne kontaminovat nadchédzajicu vzorku. Tento efekt vyznamne
negativne ovplyviiuje iné validaéné parametre ako presnost’ a spravnost amal by byt
minimalizovany. Zistenie pritomnosti tejto kontamindcie sa uskutociiuje pridanim slepej
vzorky za vzorku s najvy$Sou koncentraciou kalibracného Standardu. Carry-over by nemal

presiahnut’ 20 % odozvy analytu (EMA, 2022; FDA, 2022).
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3 Experimentalna Cast’

3.1 Pristrojové vybavenie

e Analytické vahy (Ohaus, Cina)

e Automatické pipety (Eppendorf, Nemecko)

e Hmotnostny spektrometer QTRAP 6500+ (Sciex, Framingham, MA, USA)

e Kvapalinovy chromatograf Exion LC (Sciex, Framingham, MA, USA)

e Kolona Luna Omega 3 pm SUGAR 150 x 2,1 mm (Phenomenex, Torrance, USA)
e Vortex mixer (ARGO LAB MIX, Ceska republika)

e Sklenené a plastové chemické nadoby

e Plastové Spicky a viecka (Eppendorf, Nemecko)

3.2 Chemikalie

3.2.1 Standardy

e Adonitol (Sigma-Aldrich, USA)

e D-(-)-Arabindza (Sigma-Aldrich, USA)

e D-(-)-Fruktéza (Sigma-Aldrich, USA)

e D-(+)-Galaktoza (Sigma-Aldrich, Taliansko)
¢ D-(+)-Glukéza (Sigma-Aldrich, USA)

e D-Manoheptuldza (Sigma-Aldrich, Vel'ka Britania)
e D-Sorbitol (Sigma-Aldrich, Franctizsko)

e Erytritol (Sigma-Aldrich, USA)

e Galaktitol (Sigma-Aldrich, USA)

e Kreatinin (Sigma-Aldrich, USA)

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

e Sedoheptuldza (Sigma-Aldrich, USA)

e Xyluléza (Sigma-Aldrich, USA)
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3.2.2 Interné Standardy

e D-Fruktéza-'>Cs (Cambridge Isotope Laboratories, USA)
e D-Galaktitol-'3C¢ (Sigma-Aldrich, USA)

e D-Galaktdéza-'*Cs (Sigma-Aldrich, USA)

e D-Gluko6za-D7 (Sigma-Aldrich, USA)

e D-Ribéza-'*Cs(TRC, Kanada)

e D-Sachardza-glukéza-'>Cs (TRC, Kanada)

e Kreatinin-D3 (TRC, Kanada)

3.2.3 Biologicky material

e 43 vzoriek mocu zdravych kontrol a 1 vzorka mocu pacienta (FN Olomouc)
e 15 vzoriek mocu zdravych kontrol a2 vzorky mocu pacienta (Centrum dedi¢nych

metabolickych porach Narodného ustavu detskych chordb v Bratislave)

3.2.4 DalSie chemikalie

e Sigmatrix mocovy diluent (Sigma-Aldrich, USA)
e Octan amonny (Sigma-Aldrich, Velka Britania)

e Mravencan amonny (Sigma-Aldrich, India)

e LC-MS voda (Fisher Chemicals, USA)

e LC-MS acetonitril (Biosolve, Franctizsko)

e LC-MS izopropanol (Biosolve, Franctzsko)
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3.3 Metody

3.3.1 Priprava zasobnych roztokov Standardov

Pre pripravu zmesi kalibracnych Standardov a QC vzoriek boli pouzité zasobné roztoky
Standardov, ktoré¢ mali koncentraciu 30 mM pre vSetky analyty, okrem sedoheptulozy

a xylulozy (20 mM). Zasobné roztoky v LC-MS vode boli skladované pri teplote -80°C.

3.3.2 Priprava zmesi znacenych internych Standardov

Pre pripravu zmesi znacenych internych standardov (IS) boli pouzité zasobné roztoky, ktorych
koncentracia je uvedena v Tab. 1. Nasledne bola pripravend zmes 7 internych Standardov
v LC-MS vode s vyslednou koncentraciou Standardov 100 puM. Alikvéty tejto zmesi boli
skladované pri teplote — 80 °C.

Tab. 1: Koncentracia zasobnych roztokov internych Standardov

Interny Standard Zasobny roztok (mM)
Riboza-'*Cs 30
Galaktoza-'*Cs 25
Glukoéza-Dy 20
Fruktoza-'*Cg 20
Sachardza-glukdza-"*C 10
Galaktitol-'*Cs 13,3
Kreatinin-D3 52

3.3.3 Priprava mobilnych faz

Mobilné fdza A (MF A),1 mM octan/mravencan amonny, bola pripravend rozpustenim 77,1 mg
octanu amonneho a 63,1 mg mravencanu aménneho v 1 1 LC/MS vody. Mobilné faza B (MF B)

pozostavala z nasledujucich zloziek: acetonitril, izopropanol, voda v pomere 90:5:5.
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3.3.4 Stanovenie valida¢nych parametrov — spravnost’, presnost’ a carry-over

3.3.4.1 Priprava kalibracnych kriviek

Kalibra¢né krivky boli pripravené pre naslednu kvantifikaciu analytov vo vzorkéach kontroly
kvality (QC), ktoré boli sucastou stanovenia valida¢nych parametrov ako je spravnost’ a
presnost’. Dalej bol pomocou ULOQ (horny limit kvantifikacie) vyhodnoteny carry-over.
Kalibra¢ny rozsah kriviek, ich priprava a d’alSie informacie k linearite metédy boli prevzaté
z prace Freitagovej (2023). 10 bodové kalibracné rady boli pripravené bindrnym riedenim
zasobnych kalibra¢nych Standardov, ktoré boli rozdelené do zmesi A a B. Zmes A obsahovala
xylulozu, fruktézu, galaktézu, manoheptulozu, erytritol, ribitol, galaktitol, zatial' ¢o zmes B
obsahovala arabindzu, glukézu, sedoheptuldzu, arabitol a sorbitol. Taktiez bola pripravena
kalibracna krivka pre kreatinin v ramci aplikdcie metddy na vzorky zdravych jedincov
a pacientov s DMP. Kalibracné¢ krivky zmesi A aB boli riedené komeréne dostupnym
mocovym diluentom (Sigmatrix mo€ovy diluent SMD). VzhI'adom na pritomnost” kreatininu
v SMD, kalibra¢na krivka kreatininu bola pripravena v 1 mM mravencane/octane amonnom

(MF A).

Do vialky boli pipetované nasledujiice objemy roztokov: 50 pl zasobného alebo bindrne
zriedené¢ho kalibraéného Standardu zmesi A/B/kreatinin, 50 pl Sigmatrix mocového
diluentu/MF A avo findlnom kroku 10 pl zmesi znacenych internych Standardov. Po

LC-MS/MS analyze boli ziskané data spracované postupom uvedenym v kapitole 3.3.6.

3.3.4.2 Priprava zmieSanej vzorky mocu zdravych kontrol

Pre stanovenie valida¢nych parametrov ako je spravnost’ a presnost’ bola pripravenad zmiesana
vzorka mocu zdravych kontrol (n=38) z FN Olomouc. Moce zdravych jedincov boli nariedené
na koncentréaciu kreatininu 2 mmol/l a od kazdej vzorky bolo do zmesi odobrané 500 pl.

Zmiesand vzorka bola rozpipetovana na alikvoty (1 ml), ktoré boli zamrazené na - 80°C.
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3.3.4.3 Priprava vzoriek kontroly kvality (QC)

Ciel'om QC vzoriek je simulovat’ spravanie Studovanych analytov (sacharidov a cukornych
alkoholov) v prirodzenej matrici (moc). Pre tento ucel bola pripravena zmieSana vzorka mocu
zdravych kontrol viz. kapitola 3.3.4.2. Dohromady boli pripravené 4 koncentra¢né trovne QC
vzoriek pre jednotlivé zmesi analytov (Tab. 2-4). Najnizsia QC hladina bola LLOQ, ¢o je dolny
limit kvantifikacie, ktory bol ur¢eny kalibra¢nym rozsahom priamky v praci Freitagovej (2023).
Nizka hladina QC vzorky (LQC) bola stanovena ako trojnasobok LLOQ. Koncentracia vysokej
hladiny QC vzorky (HQC) bola stanovena ako 75% ULOQ, stredna hladina (MQC) bola
stanovena ako 40% ULOQ.

QC vzorky boli pripravené zmieSanim 50 pl zmesi vzorky LLOQ/LQC/MQC/HQC a 50
ul zmieSanej vzorky mocu zdravych kontrol. V poslednom kroku bola k vzorke pridana zmes
znacenych internych Standardov v objeme 10 pl. Nasledne bola prevedend LC-MS/MS analyza
QC vzoriek spolu s kalibracnymi krivkami. Ziskané data boli spracovdvané podl'a postupu viz.

kapitola 3.3.6.

Kazdé koncentracnd hladina QC vzoriek bola pripravend v pentaplikatoch. Analyza QC
vzoriek prebehla v troch opakovaniach v rozliénych dioch, aby bolo mozné stanovit’ intra-day
(vnutrodennu) a inter-day (medzidennu) spravnost’ a presnost’, ako definuje prirucka od EMA.
Intra-day spravnost’/presnost’ bola vyhodnotena pre kazdy konkrétny deit merania analyzy
(n=35), zatial’ o inter-day spravnost’/presnost’ bola vypocitana z celého siboru nameranych dat

(n=15).

Tab. 2: Nominalna koncentracia analytov v QC vzorkach (zmes A)

Analyt LLOQ (uM) LQC (uM) MQC (uM) HQC (uM)
Xyluléza 0,39 1,17 40 75
Fruktoza 1,53 4,59 160 300
Galaktoza 3,13 9,39 320 600
Manoheptuldza 1,56 4,68 40 75
Erytritol 2,34 7,02 240 450
Ribitol 0,98 2,94 100 187,5
Galaktitol 3,13 9,39 320 600

22



Tab. 3: Nominalna koncentracia analytov v QC vzorkach (zmes B)

Analyt LLOQ (uM) LQC (uM) MQC (uM) HQC (uM)
Arabindza 0,39 1,17 40 75
Glukoza 3,13 9,39 320 600
Sedoheptuldza 0,39 1,17 40 75
Arabitol 2,34 7,02 240 450
Sorbitol 0,39 1,17 80 150

Tab. 4: Nominalna koncentracia kreatininu v QC vzorkach

Analyt LLOQ (uM) LQC (uM) MQC (uM) HQC (M)
Kreatinin 5,86 17,58 1200 2250

3.3.5 Priprava vzoriek zdravych kontrol a pacientov

LC-MS/MS metoda bola aplikovana na vzorky zdravych kontrol (n=58) a vzorky pacientov
(n=3), uktorych sa jednalo o dva odbery (pred lieCbou, po lieCbe) pacienta s geneticky
potvrdenou galaktosemiou typu I a pacienta povodne suspektného pre galaktosemiu, na zéklade

predchadzajucich skriningovych vySetreni (zvySené hexitoly a hexdzy).

Vzorky boli pripravené nariedenim LC/MS vodou na koncentraciu kreatininu 1 mmol/l
(ak moc obsahoval menej ako 1 mmol/l kreatininu, riedenie nebolo prevedené). Takto nariedeny
mo¢ bol pipetovany v pomere 10:1 so zmesou znacenych internych Standardov do vialky.
Pripravené vzorky zdravych kontrol a pacientov boli spolu s kalibraénymi krivkami podrobené
LC-MS/MS analyze. Ziskané data boli nasledne spracovavané podla postupu viz. kapitola

3.3.6.

Koncentracie zdravych kontrol boli podla veku (<1 a >1 rok) porovnané
s fyziologickymi koncentraciami zdravych jedincov uvedenych v literatare. Ziskané
koncentracie analytov u pacientov boli vizualizované pomocou grafov v GraphPad Prism

software (verzia: 9.4.1).
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3.3.6 Spracovanie ziskanych dat

Po LC-MS/MS analyze boli ziskané data spracované v Sciex OS software (verzia: 2.0.0.45330).
Po automatickej integracii pikov analytov a internych Standardov bola prevedena kontrola,
pripadne manualna integracia. Vsetky analyty boli nasledne vztiahnuté na prislusny interny
Standard podl'a Freitagova (2023). Jednotlivé vzorky boli v Sciex OS oznacené podla typu ako
blank, Standard alebo vzorka kontroly kvality. Ku kalibracnym Standardom a QC vzorkam boli
vlozené nomindlne koncentracie, pricom Sciex OS pri QC vzorkach automaticky napocital
obdrzané koncentracie (vztiahnutim na kalibra¢na krivku) a spravnost’. Tieto informécie boli

d’alej spracované v Microsoft Excel.

Koncentracie zdravych kontrol a pacientov boli obdobne ako QC vzorky ziskané

vztiahnutim zintegrovanych ploch pikov na kalibracnu krivku prisluSného analytu.

3.3.7 LC-MS/MS analyza

Analyza kalibracnych kriviek, vzoriek kontroly kvality, zdravych kontrol a pacientov bola
prevedena podl'a LC-MS/MS nastaveni (MRM scheduled), ktoré boli publikované v praci
Freitagovej (2023). Separacia analytov bola zaistend kvapalinovym chromatografom Exion LC
(Sciex, USA) s kolonou Luna Omega 3 pm SUGAR 150 x 2,1 mm (Phenomenex, USA). Pre
ucinn’ separéciu bola nadstavend gradientova eltcia t=0,0-0,5 min, 90% B; t=13,5 min, 70%

B; t=13,5-14,5 min, 70% B; t=15,5 min, 90% B; t=15,5-17,0 min, 90% B.

Na detekciu bol vyuzity hmotnostny spektrometer QTRAP 6500+ (Sciex, USA)
s ionizaciou elektrosprejom s nasledujucimi nastaveniami: -4500 V, 300°C, tlak cloniaceho,

zmlcujuceho a pomocného plynu: 40 arb, tlak kolizneho plynu: 8 arb.

Pred analyzou boli jednotlivé pumpy premyvané prislusSnymi mobilnymi fdzami v 2
cykloch po 5 min a autosampler (temperovany na 5°C) v 2 cykloch po 10 min. Kolona bola
vyhrievana na 35°C, prietok bol nadstaveny na 0,3 pul/min, néastrek vzorky ¢inil 0,3 pl a analyza

vzorky trvala 17 mintt.
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4 Vysledky

4.1 Vyhodnotenie validaénych parametrov

LC-MS/MS analyzou pentaplikadtov QC vzoriek na 4 koncentra¢nych trovniach (LLOQ, LQC,
MQC, HQC) v 3 nezavislych runoch bola obdrzana spravnost’ a presnost v jednom dni

(intra-day, n=>5) a medzi diiami (inter-day, n=15). Dalej bol vyhodnoteny carry-over.

4.1.1 Spravnost’

Spravnost’ je pomer ziskanej koncentracie ku nominalnej koncentrécii latky vynasobeny 100
pre ziskanie percentudlneho udaja. Podla EMA prirucky by spravnost pre LLOQ nemala
dosahovat’ hodnét nizsich ako 80 % a vysSich ako 120 % a pre ostatné koncentra¢né hladiny by
nemala dosahovat’ menej ako 85 % aviac ako 115 %. Vypocet spravnosti znazoriuje

nasledujuca rovnica:

, ) ziskana koncentracia
Spravnost (%) = — —— X 100
nominalna koncentracia

Intra-day spravnost’ (%) QC vzoriek je zobrazena na Obr. 4-6 a inter-day spravnost’ (%) je na
Obr. 7. Hodnoty intra- a inter-day spravnosti su pre vSetky koncentra¢né hladiny QC vzoriek
uvedené v Prilohe 1. V rdmci intra-day spravnosti boli mierne odchylky od akceptacnych
kritérii pozorované pre nasledujice analyty: arabindza, xyluld6za, manoheptuldza,
sedoheptuldza, arabitol, ribitol, erytritol a kreatinin. VacSina analytov okrem arabindzy

a xylulézy splnila akceptacné kritéria v rdmci inter-day spravnosti.
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Obr. 4: Intra-day spravnost’ a presnost’ (deti 1) (n=5), priCcom jednotlivé koncentracné urovne su odlisené

farebne. Linie prislusnej farby QC znazoriuju akcepta¢né kritérium danej koncentrac¢nej urovne.
Analyty mimo akceptacné kritérium su popisané.
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4.1.2 Presnost’

Presnost’ udava mieru zhody medzi vysledkami merani a je vyjadrend vo forme varia¢ného
koeficientu (CV, %), ktory sa vypocita ako podiel smerodajnej odchylky a priemeru stiboru dat
udavany v percentach. Akceptacné kritéria pre presnost’ su podl'a EMA prirucky nedosiahnutie
vysSej hodnoty ako 20 % CV (pre LLOQ) a 15 % CV pre ostatné koncentraéné hladiny.

Vypocet presnosti zndzorniuje rovnica uvedend nizsie:

Presnost (CV,%) = — x 100

=i| \»

s = smerodajna odchylka

X = priemer

Intra- a inter-day presnost’ (CV, %) st zobrazené, spolu so spravnostou, na Obr. 4-7. Hodnoty
intra a inter-day presnosti s pre vSetky analyty uvedené v Prilohe 2. Akceptacné kritérid pre
intra-day presnost’ nedosahoval analyt arabindza. Inter-day presnost’ podla EMA prirucky

nesplnili nasledujuce analyty: xylul6za, arabindza, sedoheptuldza, erytritol a ribitol.
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4.1.3 Carry-over

Prenos vzorky — carry-over je neziaduci efekt, ktory napovedd moznej kontaminécii vzorky
predchadzajicou vzorkou. Carry-over je mozné povazovat’ za nevyznamny, pokial’ je v blanku
pozorovany prenos mensi ako 5 % ULOQ. Vypocet carry-over efektu spociva v podiele plochy
piku analytu v blanku (nasledujtci v batchi po ULOQ vzorke) a plochy piku analytu v ULOQ
vzorky. Nasledne je tdto hodnota vynasobena 100 pre ziskanie percentudlneho udaja. Tento

vypocet vyjadruje nasledujiica rovnica:

c %) = Plocha analytu (blank) < 100
arry-over (%) = Plocha analytu (ULOQ)

Carry-over efekt pre vSetky analyty je uvedeny v Tab. 7. Carry-over nedosahoval hodndt >5 %
ULOQ, zcoho vyplyva, Ze pocas merania nedochddza k zmene koncentracii analytov

v dosledku rezidudlnej vzorky, ktord zostava v pristroji z predchadzajuceho merania.
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Tabul’ka 7: Carry-over ziskany pre analyty v LC-MS/MS metode

Carry-over  Carry-over (X)
(%) (%)

)
a
=1

Analyt

0,032
0,033 0,034
0,039

Arabindza

0,012
0,008 0,016
0,028

Xyluléza

0,003
0,009 0,007
0,008

Fruktoza

0,008
0,033 0,021
0,021

Galaktoza

0,007
0,012 0,010
0,013

Glukoza

0,111
0,014 0,059
0,051

Manoheptuldza

0,035
0,050 0,034
0,017

Sedoheptuloza

0,002
0,014 0,026
0,063

Erytritol

0,002
0,013 0,005
0,002

Arabitol

0,001
0,001 0,004
0,010

Ribitol

0,008
0,002 0,009
0,017

Galaktitol

0,006
0,013 0,009
0,009

Sorbitol

0,003
0,003 0,003
0,004

Kreatinin

WIN| =W =W =W =W = W[ W[IN =W W[ WIN =W W[IN| =W N —

X = priemerna hodnota
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4.2 Analyza vzoriek zdravych kontrol a pacientov

Ciastoéne validovana LC-MS/MS metéda bola otestovana na analyze zdravych kontrol (n=58).

Z vybraného suboru zdravych jedincov boli po spracovani dat napocitané referenéné medze

(<I a>1rok), ktoré boli porovnané s literaturou (Tab. 8-9). Tabul’ky su rozdelené podl'a vekove;j

kategorie.

Tab. 8: Referen¢né medze zdravych kontrol <1 rok (n=22) obdrzané vyvinutou LC-MS/MS metdédou
a fyziologické koncentracie analytov podla literatury. Koncentracia je uvedend v pmol/mmol

kreatininu.
Analyt (Plz\iefh;’i;,s) Literattra Zdroj
Arabinoza (31,15—9’1946,7) 7,6 —70,2 Jansen ’ et al., 1986
Xyluloza (12’92 1_’%0’5) n. -
Fruktoza (4.4 2’}46,7) 70,4 —-107,5 Shoemaker et al., 1991
Glukoéza (20.9 §12’(9)384,6) 3,5-919 Jansen ’ et al., 1986
Galaktoza (20;6_1 ’6879’7) 0-357,6 Jansen et al., 1986
Manoheptuloza (1. 01’_2 4.0) n. -
Sedoheptuloza ( 6,711’27, 8) <40 Engelke et al., 2010
Erytritol G 5,21_4’1068’0) 58— 162 Engelke et al., 2010
Arabitol (67,(1)0—3 ’1154’0) 27-97 Engelke et al., 2010
Ribitol (17529_’073’ " 7-16 Engelke et al., 2010
Galaktitol ( 6,(;‘ 5’3390) 2-178 Palmieri et al., 1999
Sorbitol (3,66:733,6) 2,2-16,7 Jansen et al., 1986

n. = neuvadzané
P = percentil
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Tab. 9: Referen¢né medze zdravych kontrol >1 rok (n=36) obdrzané vyvinutou LC-MS/MS metdédou
a fyziologické koncentracie analytov podla literatury. Koncentracia je uvedena v pmol/mmol

kreatininu.
Analyt (Plz\ieihfé’l;g Literatira Zdroj
Arabindza ( 6,22—6’1003,8) 20 -65 Onkenhout et al., 2002
Xyluléza ( 5’019"5‘7’ " 6.4-32,6 Bouatra et al., 2013
Fruktoza (03 >0 62.7) 93— 347,5 Jansen * et al., 1986
Glukoza (10’72_8’23631’4) 10,3 - 56,7 Bouatra et al., 2013
Galaktoza (0.0 60—’31 98.9) <5-18 Huck et al., 2004
Manoheptuléza (0’41 ,_22’6) 3 M. M. Wgréloe;ink etal,,
Sedoheptuldza (1. 64_’81 0.0) <10 Engelke et al., 2010
Erytritol (s, 43_6’12 19.7) 58 -192 Verhoeven et al., 2005
Arabitol (29’25?1 106 46 - 114 Onkenhout et al., 2002
Ribitol ( 6’71%;9,8) <5-11 Huck et al., 2004
Galaktitol a1, 44_’35 0.6) 3-22 Jakobs & Schweitzer, 1995
Sorbitol (0’95_’725,5) 2,5-18,7 Bouatra et al., 2013

P = percentil

Okrem analyzy vzoriek

zdravych kontrol bol

taktieZ analyzovany pacient

s galaktosemiou typu I (Pacient 1, <1 rok) v ramci 2 odberov. Pri prvotnom odbere sa jednalo

o zachyt tohto ochorenia (1A), pricom druha vzorka bola odobrané uz pri prebiehajicej liecbe

pacienta (1B). Dynamika koncentracii jednotlivych analytov u pacienta 1 pre oba odbery (Tab.

10) je v logaritmickom meritku zndzornena pomocou multikomponentného rozptylového grafu

(Obr. 8), ktory bol vytvoreny v GraphPad Prism software.
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Tab. 10: Koncentracie diagnosticky vyznamnych analytov pacientov 1 a2 obdrZzané vyvinutou
LC-MS/MS metodou. Koncentracia je uvedena v umol/mmol kreatininu.

Pacient Galaktoza Galaktitol Sorbitol
1A 135371,9 22104,8 3,7
1B 1,7 210,0 4,5
2 1075,3 331,0 1493,5

Z Obr. 8 je badateI'né, Ze u pacienta s galaktosemiou typu I bola pri zachyte pozorovana
vyrazna elevacia galaktitolu a galaktozy, ako dvoch diagnosticky vyznamnych markerov

galaktosemie. Naopak pri prebiehajicej lieCbe, uz boli hladiny tychto analytov v norme.

6

P10 ® 1 odber
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Obr. 8: Koncentracie (logio) analytov pacienta 1 (¢ervenou) v porovnani so zdravymi kontrolami >1 rok
(n=36, modrou).

Dalej bola analyzovana vzorka pacienta suspektného pre galaktosemiu
(Pacient 2, >1 rok), u ktorého boli v ramci rutinného vySetrenia ndjdené zvysSené hexitoly a
hexdzy, ktoré vSak boli v LDMP FN Olomouc pomocou GC-MS metody rozlisené. Vo vzorke
bol odhaleny zvySeny sorbitol, ¢im bola vylucena suspektna galaktosemia. Vyrazna elevacia

sorbitolu sa potvrdila taktiez LC-MS/MS analyzou tejto vzorky (Obr. 9, Tab.10). Naopak
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koncentracie galaktitolu a galakt6zy s u tohto pacienta len mierne zvysené oproti referenénym

koncentraciam a nedosahujii hodnét typickych pre dané ochorenie (10*- 10%).

1x106

i ® | odber

1 zdravé kontroly
1x104 (n=36)

VMY s T

Koncentracia (umol/mmol krea) - log,

13100 E +
B o
1x10-2 I I \ I I | | \ \ \ \ \
> > > D> > > > N 3 > N N
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3> NS N QO X
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Obr. 9: Koncentracie (logio) analytov pacienta 2 (Cervenou) v porovnani so zdravymi kontrolami >1 rok
(n=36, modrou).
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5 Diskusia

Dedi¢né metabolické poruchy sacharidov st skupina ochoreni, pre ktoré je typicka akumulécia
cukrov a cukornych alkoholov v telesnych tekutinach (Yi-Yung Hsia, 1961). Tento fakt sluzi
k diagnostike jednotlivych ochoreni pomocou Specifickych analytickych metod. Ide o metody,
ktoré musia brat’ do tvahy vysoké koncentracné rozmedzie analytov a ich pritomnost’ v zlozitej

matrici, akou je napriklad moc.

V dneSnej dobe sa stile rutinne pouziva na stanovenie sacharidov a cukornych
alkoholov v moc¢i technika GC/MS (Kuhara, 2005; Lee & Chung, 2006; Yager et al., 2006).
Tato technika ma mnohé vyhody, medzi ktoré patri najmi vysoka citlivost’ a selektivita, ktora
umoznuje rozlisit’ latky so zhodnou molekulovou hmotnostou, ako su napr. izoméry cukrov
a cukornych alkoholov. Vzorka pre GS/MS avSak musi prejst’ derivatizdciou (za ucelom
zvySenia jej prchavosti) a extrakciou, ktoré su ¢asovo ndrocné (Ruiz-Matute et al., 2011).
Navyse extrakénd ucinnost’ sa moéze vzorka od vzorky liSit. Samotné vyhodnotenie analyzy nie
je jednoduché a vyzaduje personal s dlhorocnymi skusenostami. Z tychto dovodov je cielom
v klinickych laboratoriach vyvijat’ metody, ktoré su uzivatel'sky privetivé a zdroven poskytuja
rychlu diagnostiku ochoreni. Takd metéda by sa mala vyznacovat' vysokou citlivostou
a dostato¢nou selektivitou, jednoduchou a rychlou pripravou vzorky (bez derivatizacie),

kratkou dobou analyzy, jednoduchym vyhodnotenim a nizkou finan¢nou nakladovostou.

Tato praca nadvézuje na vyvin a Ciastocnu validaciu (stanovenie linearity) LC-MS/MS
metddy pre analyzu vybranych cukrov a cukornych alkoholov v moci. Vyvinutd metoda
umoziuje stanovit' 18 sacharidov a 10 cukornych alkoholov v mo¢i za 17 minut (Freitagova,
2023), ¢o je oproti GC/MS analyze, ktord trva 27 minuat, vyrazne krat§i ¢as. Okrem toho,
priprava vzorky obnésa jednoduché nariedenie mocu na 1 mmol kreatininu a pridanie zmesi

znacenych internych Standardov.

V ramci experimentdlnej Casti tejto prace bola podla EMA prirucky prevedend
nadvézujuca Cast’ validacie, teda stanovenie vnitrodennej a medzidennej spravnosti, presnosti

a carry-over efektu pre vybrané analyty.

Spravnost’ a presnost’ pre jednotlivé analyty podl'a EMA (2022), by nemali presiahnut’
akceptacné kritérid, ktoré st uvedené v kapitolach 4.1.1 a 4.1.2. NajvyraznejSie odchylky boli
pozorované pre arabindzu, ktoré v strednej a vysokej koncentracnej hladine (MQC, HQC)

nesplnali akceptaéné kritéria EMA. Spravnost’ dosahovala odchylky az 50,7 % a presnost’ az
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35,2 % CV. Dalej boli vyssie odchylky pozorované pre sedoheptuldzu ato az 71,2 % pre
spravnost’. Na zaklade tychto vysledkov je mozné metédu povazovat skor za semikvantitativnu.
Tento fakt by vSak nemal vyrazne ovplyvnit' diagnostiku ochoreni, pre ktoré¢ je akumulacia
tychto markerov v moc¢i typickd. Jedna sa napr. o pentosuriu, arabinosuriu a TALDOD
(Onkenhout et al., 2002; M. M. C. Wamelink et al., 2008). V pripade vyssie uvedenych ochoreni
je elevacia spominanych markerov markantne zvysend oproti zdravym jedincom, a preto by
nemal byt’ problém toto ochorenie LC-MS/MS metddou zachytit’ (Onkenhout et al., 2002; M.
M. Wamelink et al., 2007). Navyse pri arabinosurii a TALDOD dochadza aj k elevacii d’alSich
Specifickych markerov, ako napr. ribitolu, erytritolu, arabitolu a manoheptulozy. V tychto
pripadoch je diagnostika ochoreni zalozena na viac nez jednom biomarkeri, ktoré¢ je mozné

touto metddou detekovat’ (Onkenhout et al., 2002; M. M. C. Wamelink et al., 2008).

Niektoré analyty vykazovali len mierne odchylky v rdmci intra a inter-day spravnosti a
presnosti. Medzi tieto analyty patria xyluléza, manoheptuléza, erytritol, ribitol a arabitol
s odchylkou spravnosti max. 72,2 % u xylulézy a presnosti max. 17,6 % CV u ribitolu. Pri
poziadavke na rychlu skriningovli metodu su vyssie uvedené odchylky spravnosti a presnosti,

pre spominané analyty, zanedbatelné.

V ramci carry-over efektu nebolo pozorované prekroCenie akceptacného kritéria pre
ziadny z analytov. Maximalna namerand hodnota carry-over dosahovala 0,11 %. Pri tychto
nameranych hodnotdich moéZeme tvrdit, Ze carry-over nemal negativny vplyv na analyzu
vzoriek. Pre uplnu validaciu bude potrebné v buducnosti stanovit’ d’alSie validacné parametre,

ako st napr. matricové efekty a stabilita.

V d’alSej Casti prace boli stanovené referencné medze sacharidov a cukornych alkoholov
pre zdravu populaciu podla veku (>1 a <1 rok), ktoré boli porovnané s referenénymi hodnotami
uvedenymi v literatare (Tab. 8-9). U niektorych zdravych kontrol bola pozorovanad zvysena
koncentracia glukézy a galaktdzy, aj napriek faktu, ze tito jedinci boli vybrani ako zdravé
kontroly, ktoré v rdmci komplexného vySetrenia v laboratoriu DMP boli negativny. Nie je vSak
vylucené, ze spominané kontroly mohli podstupit’ lieCbu, ako napriklad podanie infuzie

s glukozou.

Po ziskani fyziologickych rozmedzi analytov sa pristapilo k diagnostike vybranych
pacientov. Pacient 1 bol v minulosti diagnostikovany s ochorenim galaktosemia I, Co tato

CiastoCne validovana LC-MS/MS metoda potvrdila, nakol’ko pri analyze prvotného odberu boli
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hodnoty galaktitolu a galaktozy, ako vyznamnych biomarkerov, vyrazne zvysené (o 2 rady),
v porovnani so zdravymi kontrolami (Tab. 10). Druhy odber tohto pacienta, ktory bol odobrany
s Casovym rozostupom 1 rok a 8 mesiacov, bol dokazom uspesnej lieCby pacienta, pri ktorej

koncentracie problematickych metabolitov klesli na fyziologické hodnoty (Tab. 10).

Vzorka pacienta 2 bola v minulosti podrobena rutine pouzivanej GC/MS metode, na
zéklade podozrenia na ochorenie galaktosemia, vyplyvajticeho zo skriningovej LC/MS analyzy
vo FN Olomouc. Této rychla skriningova metoda vtedy preukazala zvysenie hexitolov (manitol,
galaktitol, sorbitol) a hex6z. V rdmci nasledného aplikovania druhostupnove; GC/MS metody
boli vyssie uvedené hexitoly odseparované, ¢o nasledne preukazalo zvysenie sorbitolu, co
vylucilo suspektné ochorenie, pri ktorom by musela byt pozorovand vyrazna elevacia
galaktitolu. Aplikaciou tejto metddy na vzorku pacienta boli izomérne formy hexitolov
spolahlivo rozliSené a tym bolo vylicené ochorenie galaktosemia, nakol’ko z hexitolov mal
pacient 2 najviac zvySenu hladinu sorbitolu (Obr. 9). Sorbitol sa v moci vyskytuje vo vyssich
koncentracnych hladindch z dévodu nadmernej konzumécie potravin obsahujticich sorbitol
(pripadne fruktézu) akymi st ovocie a zelenina, i lie€iv, do ktorych je pridavany ako aditivum

(Dash et al., 2019; Fang et al., 2020; Muir et al., 2009).

Aplikaciou ¢iastoc¢ne validovanej metody na vzorky zdravych kontrol a pacientov bolo
overené, ze tato metdda je vhodnd pre zavedenie do rutinnej praxe v Laboratdriu dedi¢nych

metabolickych poruch, Fakultnej nemocnice Olomouc na diagnostiku DMP sacharidov.

38



6 Zaver

Teoretickd cast’” poskytuje informécie o ochoreniach metabolizmu galaktozy, fruktozy
a pentozafosfatovej drdhy so zameranim na fyziologicky priebeh drédh a alternativne
metabolické drahy aktivované pri ich narugeni. Dalej bola popisana sti¢asna diagnostika tychto
ochoreni, kvapalinovd chromatografia a hmotnostna spektrometria a validacia analyticke;j

metody.

V praktickej casti bola v ramci Ciasto¢nej validacie LC-MS/MS metody stanovena
spravnost’, presnost’ a carry-over pre 13 analytov. Metdda bola d’alej pouzita pre analyzu cukrov
a cukornych alkoholov v moc¢i zdravych jedincov a pacientov suspektnych na DMP. Vzorky
zdravych kontrol slizili na stanovenie referenénych medzi podl'a veku. Metdda bola otestovana

na vzorkach pacientov, u ktorych boli predpokladané vysledky konfirmované.

Ciastoéne validovana semikvantitativna LC-MS/MS metdéda poskytuje jednoduchu
arychlu analyzu vybranych sacharidov a cukornych alkoholov v mo¢i a po uplnej validacii
modze byt zaradend do rutinnej prevadzky Laboratéria dedicnych metabolickych poruch,
oddelenie Klinickej biochémie, Fakultnej nemocnice Olomouc, ¢im by sa proces diagnostiky

DMP sacharidov zefektivnil.
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8 Zoznam pouzitych symbolov a skratiek

uM
6PGDH
AKR1B
AKR1B
ALDOB
APCI

Cl

cVv
DMP
EC

El

EMA
Erytréza-4-P
ESI

FBP
FBP-D
FDA
FN
Fru-1,6-bisP
Fru-1-P
Fru-1-P
Fru-6-P

G6PDH

mikromol na liter
6-fosfoglukonatdehydrogenéza
aldozareduktaza
aldolézareduktaza

aldoldza B

ionizécia za atmosférického tlaku
chemickd ionizécia

variaény koeficient

dedi¢né metabolické poruchy
Enzyme Commission number
elektronova ionizacia

European Medicines Agency
erytroza-4-fostat

ionizécia elektrosprejom
fruktéza-1,6-bisfosfataza
deficit fruktdza-1,6-bisfosfatazy
Food and Drug Administration
Fakultna nemocnica
fruktdza-1,6-bisfosfat
fruktéza-1-fostat
fruktéza-1-fostat
frukt6za-6-fostat
glukoza-6-fosfatdehydrogenaza
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GAL
GALE
GALK1
GALM
GALT
GC
Glukéza-6-P
GLUT2
GLUTS
GS/MS
HFI
HILIC
HK
HPLC

HQC

KHK

KHK
LADA

LC

LC/MS
LC-MS/MS
LDMP

LLOQ

galaktézadehydrogenaza

galaktdza-4-epimeraza

galaktokinaza

galaktomutarotaza

urydylyltransferaza

plynova chromatografia

gluk6za-6-fostat

glukézovy transportér 2

glukézovy transportér 5

plynova chromatografia a hmotnostna spektrometria
dedi¢na intolerancia fruktozy

hydrofilné interakény kvapalinova chromatografia
hexokinaza

vysokou¢inna kvapalinova chromatografia

vysoké vzorky kontroly kvality

interny Standard

ketohexokindza

ketohexokindza

L - arabitoldehydrogenaza

kvapalinova chromatografia

kvapalinova chromatografia a hmotnostna spektrometria
kvapalinova chromatografia v spojeni s tandemovou hmotnostnou spektrometriou
Laboratérium dedi¢nych metabolickych poruch
dolny limit kvantifikacie
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LOD
LOQ
LQC
m/z
MALDI
MF
mM
MQC
MRM
MS
MS/MS
NP-LC
NS

PC
PFK
PGLS
PPD
QC
Ribdza-5-P
RPE
RPI
RP-LC
SGLT1

SHPK

limit detekcie

limit kvantifikacie

nizke vzorky kontroly kvality

pomer hmotnosti ku ndboju

laserova desorp¢nd ionizacia pomocou matrice
mobilna faza

milimol na liter

stredné vzorky kontroly kvality

sledovanie mnoho reakcii

hmotnostny spektrometer

tandemova hmotnostna spektrometria
kvapalinova chromatografia s normalnou fazou
novorodenecky skrining

papierové chromatografia

fosfofruktokinaza

glukonolaktondza

pentozafosfatova drdha

vzorky kontroly kvality

rib6za-5-fostat

ribul6za-5-fosfat-3-epimeraza
ribuloza-5-fosfat-izomeraza

kvapalinova chromatografia s reverznou fazou
sodno-glukozovy transportér 1
sedoheptulokinaza
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SMD
SORD
TALDO
TALDOD
TKFC
TKT
TKTD
TLC
ULOQ

X

XR

Xylul6za-5-P

Sigmatrix mocovy diluent
sorbitoldehydrogenaza
transaldolaza

deficit transaldolazy
triokindza

transketoldza

deficit transketolazy
tenkovrstvova chromatografia
horny limit kvantifikacie
priemer
xylulézareduktaza

xylul6za-5-fosfat
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9 Prilohy

Priloha 1: Intra-day (n=5) a inter-day (n=15) spravnost ziskana pre analyty v LC-MS/MS metode

LLOQ LQC MQC HQC
Konc. Intr’a-day’ Intf’:r-day’ Kone. Intr’a-day, Int?r-day, Konc. Int{a-day, Inte':r-day, Kone. Intr’a-day’ Int?r-day’
Analyt (uM) spravnost  spravnost (uM) spravnost’  spravnost (uM) spravnost  spravnost (uM) spravnost  spravnost
i (%) %  * (%) % (%) @ * (%) (%)
108,8 111,1 110.4 106,6
Arabinoza 0,37 98,5 102,3 1,17 104,5 104,0 40 62,9 75,8 75 62,5 73,3
99,6 96,4 54,3 50,7
99,9 97,4 77,1 76,6
Xyluloza 0,39 105,0 101,8 1,17 106,2 98,7 40 75,4 81,2 75 72,2 78,9
100,3 91,0 93,6 90,2
93,9 92,9 96,7 106,7
Fruktoza 1,53 95,8 95,5 4,59 96,3 96,0 160 93,1 94,0 300 102,0 102,7
96.9 98,7 92,1 95,5
100,5 95,2 93,7 93,6
Galaktoza 3,13 96,7 99.4 9,39 99,9 96,4 320 93,9 92,9 600 97.8 95,3
101,1 94,1 91,2 94,5
99,3 97,8 97,6 103,5
Glukoza 3,13 103,1 103,2 9,39 100,6 101,1 320 99,1 99.9 600 97,6 102,2
107,3 1049 103,2 105,6
99,3 109,7 118,7 118.,8
Manoheptul6za 1,56 81,8 90,6 4,68 83,4 95,0 40 88,6 99,4 75 89,4 100,3
90,7 91,0 94,7 96,4
101,2 94,7 97,4 102,1
Sedoheptuloza 0,39 103,0 102,4 1,17 91,9 95,4 40 86,0 85,7 75 84,6 86,0
103,2 99,7 73,9 71,2
99,0 100,7 84,3 82,6
Erytritol 2,34 974 102,6 7,02 97,7 104,4 240 97,6 97,9 450 100,1 99,0
111,5 113,3 111,7 114,4
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Priloha 1: Intra-day (n=>5) a inter-day (n=15) spravnost’ ziskand pre analyty v LC-MS/MS metdde (pokracovanie)

LLOQ LQC MQC HQC
Konc. Intr’a-day’ Intf’:r-day, Konc. Intr’a-day, Int?r-day, Konc. Intr’a-day, Int?r-day, Kone. Intrya-day, Inte’:r-day’
Analyt (uM) spravnost’  spravnost (uM) spravnost  spravnost (uM) spravnost  spravnost (uM) spravnost’ spravnost
i (%) % * (%) % * (%) % * (%) (%)
101,2 99,2 103,2 104,2
Arabitol 2,34 98,6 101,8 7,02 94,9 101,1 240 79,4 98,4 450 77,2 95,6
105,7 109,2 112,6 105,5
97,2 99,0 111,7 112,1
Ribitol 0,98 102,7 96,1 2,94 103,6 96,3 100 112,1 100,3 187,5 114,3 101,0
88.4 86,4 77,2 76,6
98,6 98,4 107,4 107,7
Galaktitol 3,13 96,1 102,6 0,39 103,5 105,6 320 101,4 105,7 600 101,6 106,1
113,1 114,9 108,2 109,2
102,7 98,1 92,0 96,8
Sorbitol 0,39 104,7 103,6 1,17 96,9 97,6 80 93,6 96,5 150 87,9 98,6
103,6 97,7 103,7 110,9
96,1 103,3 104,2 107,2
Kreatinin 5,86 101,6 99.4 17,58 102,3 102,1 1200 100,0 104,5 2250 102,8 108,5
100,4 100,7 109,5 115,5
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Priloha 2: Intra-day (n=5) a inter-day (n=15) presnost’ ziskana pre analyty v LC-MS/MS metode

LLOQ LQC MQC HQC

Intra-day  Inter-day Intra-day  Inter-day Konc Intra-day  Inter-day Intra-day  Inter-day

Konc. 8 ,  Konc 8 8 8 8 Konc. 8 8
Analyt (M) presnost  presnost (M) presnost  presnost (M) presnost’  presnost (M) presnost  presnost
H (%CV)  (%Cv) M (%CV)  (%Cv) M (%CV)  (%CV) H (%CV)  (%CV)
10,9 8,1 7,0 5,0
Arabinéza 0,39 12,9 11,1 1,17 9,3 10,4 40 11,7 33,7 75 23.8 35,2
5,0 8,7 7,5 6,6
11,0 15,0 9,8 11,6
Xyluléza 0,39 7.9 10,0 1,17 7,1 12,2 40 11,7 15,7 75 14,6 15,9
10,2 6,4 14,6 12,4
54 41 48 1,6
Fruktéza 1,53 3,9 5,6 4,59 3,0 6,5 160 3,6 4,9 300 1,8 44
6,8 8,9 46 5,3
6,7 47 43 5,9
Galaktoza 3,13 73 9,2 9,39 5,0 6,0 320 8,7 6,7 600 5.8 7,5
11,9 6,6 5,6 9,7
6,5 3,5 5,0 3.2
Glukéza 3,13 6,7 8,5 9,39 11,2 10,5 320 8,1 7,0 600 7,7 7,7
9,7 12,6 6,4 8,7
11,4 10,6 5.4 5.2
Manoheptuléza 1,56 93 13,2 4,68 3,9 14,6 40 46 13,7 75 6,0 14,2
9,6 6,2 6,0 10,4
5.8 6,4 3,1 3.8
Sedoheptuléza 0,39 10,6 7,2 1,17 9,0 7,7 40 6,9 12,7 75 8,6 15,9
3,0 5,1 8.4 5,3
13,6 7,2 5,6 7,1
Erytritol 2,34 12,0 12,8 7,02 7,0 9,8 240 6,5 13,1 450 12,0 15,3
8,2 7,7 45 5.2
3.8 14 44 2,1
Arabitol 2,34 7,5 5,6 7,02 47 6,6 240 18 14,5 450 42 13,9
12 18 11 1,9
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Priloha 2: Intra-day (n=5) a inter-day (n=15) presnost’ ziskana pre analyty v LC-MS/MS metode (pokracovanie)

LLOQ LQC MQC HQC

Intra-day  Inter-day Konc Intra-day  Inter-day Intra-day  Inter-day Intra-day  Inter-day

Konc. 8 8 . 2 ., Konc 8 . Konc. 4 8
Analyt (uM) presnost presnost (uM) presnost presnost (uM) presnost presnost (uM) presnost presnost
K (%CV)  (%Cv) (%CV)  (%Cv) M (%CV)  (%Cv) M (%CV)  (%CV)
5,4 4,2 2,0 1,1
Ribitol 0,98 3,6 8,2 2,94 9,4 10,5 100 4,4 16,7 187,5 4,9 17,6
7,1 6,8 2,8 5,5
4,6 7,4 6,0 3,8
Galaktitol 3,13 4,8 10,5 0,39 5,9 10,4 320 2,3 5,1 600 2,2 5,7
10,3 10,0 3,2 6,7
5,8 2,2 6,4 7,1
Sorbitol 0,39 13,8 9,7 1,17 14,5 9,6 80 13,6 11,0 150 11,2 12,2
7,2 7,8 7,4 6,5
3,1 3,0 0,9 1,3
Kreatinin 5,86 3,7 4,0 17,58 2,9 3,6 1200 2,8 4,8 2250 4,3 7,2
2,9 4,4 4,4 8,7
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