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1 UVOD

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativne ochorenie, ktoré sa prejavuje stratou
pamite a kognitivnych funkcii (myslenie, re¢, udrziavanie pozornosti, ucenie). V
neskorsich §tadiach dochadza az k problémom s kazdodennymi ¢innostami. Diagnostika
tohto nevyliecitelného ochorenia spociva vo vySetreni lekarom a laboratornych testoch,

ktoré nie su dostatocne v¢asné a Specifické.

Narozvoji AD sa podiel’aju najmé dva patologické procesy, ktoré sa prejavuju tvorbou
nerozpustnych proteinovych Struktir. Jednymi z nich st intracelularne neurofibrilarne
splete pozostavajuce z hyperfosforylovaného tau proteinu. Druhou pricinou je
zhlukovanie extracelularneho B-amyloidného peptidu do B-amyloidnych plakov. Aj
napriek tomu, zZe existuju rizikové faktory, ktoré sa mézu podielat’ na rozvoji tychto

patologickych procesov, nie s zname presné priciny ich vzniku.

V tejto diplomovej praci bola vykonana cielena metabolomicka a lipidomicka stidia
vzoriek mozgovomiesneho moku pacientov s AD, ktoré boli porovnané so zdravymi
jedincami, ktori sluzili ako kontroly. Z dovodu pozorovani rozdielnych zmien
u pacientov a pacientiek boli vzorky rozdelené z dvoch do Styroch skupin na zaklade
pohlavia. Praca bola zamerana na detegovanie vyznamnych metabolickych a lipidovych
markerov spojenych s patolégiou AD. Pre obidve studie bola vyuzitad vysokoucinna
kvapalinova chromatografia spojend standemovou hmotnostnou spektrometriou.
Ziskane data boli spracované, vyhodnotené prostrednictvom viacrozmerne]
(nesupervizovanej aj supervizovanej) a jednorozmernej analyzy a nakoniec biochemicky

interpretované.

Vyskum v oblasti analyzy zmeny metabolitov a lipidov u AD pacientov dopoméha nie
len k objaveniu novych biomarkerov na presnejsiu a rychlejsiu diagnostiku ochorenia, ale
aj k ziskavaniu informacii o naruSenych biochemickych drahach atak k pochopeniu

vzniku a vplyvu patobiochemickych procesov.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD), je neurodegenerativne ochorenie mozgu patriace medzi
sekundarne tauopatie. Tauopatie su ochorenia, ktorych charakteristickym znakom je
ukladanie abnormalnych foriem tau proteinu v mozgu. Primarne tauopatie (progresivna
supranuklearna obrna, Pickova choroba, frontotemporalna demencia a d’alSie) sa
vyznacuju najma abnormalnymi formami tau proteinu, zatial o sekundarne tauopatie
(napriklad Alzheimerova choroba) su spojené mimo poruchy tau proteinu s inou d’alSou

zlozkou (Rusina et al., 2015; Kovacs, 2018).

AD sprevadzaju hlavne teda dve patologie: pritomnost nerozpustnych
intracelularnych neurofibliralnych spleti tau proteinu a extracelularnych p-amyloidnych
plakov. Ide o najcCastejsi typ demencie u starSich pacientov (zvyc¢ajne nad 65 rokov). Pri
tomto ochoreni degeneruju neurdny, ¢o ma za nasledok rozpad nervovych spojeni a
stratu prenosu signalu. Prejavuje sa roznymi sposobmi, kedy najCastejSim klinickymi
priznakmi su postupne sa zhorSujuce kognitivne funkcie: schopnost’ zapamétat’ si nové
informécie,  problémy  sorientdciou v priestore  acase, poruchy  reci
a porozumenia slovam. V priebehu ochorenia dochadza k zmenam osobnosti a

problémom s kazdodennymi ¢innostami (Dincer, 2016).

Braak (1995) rozdelil ochorenie do Siestich S§tadii (Obr. 1) podl'a rozsahu
neurofibrilarnych spleti, ktoré vytvara tau protein. Tie sa pomaly a postupne vyvijaju
arozSiryju. V Stadiach I-1I (asymptomatické a predklinické Stadia) je postihnuta
transentorhinalna oblast, ktord zohrava ulohu pri tvorbe pamite, ale zatial nie su
pritomne klinické priznaky. V §tadiach I -1V (rozvoj
miernej kognitivnej poruchy - MCI) dochéadza k zhorseniu kognitivnych vykonov, avSak
ochorenie neobmedzuje bezny kazdodenny zivot. Toto zhorSenie je sposobené rozsirenim
neurofibrilarnych spleti do entorhindlnej oblasti, hipokampu a cingulatu (Casti
zodpovedné za kognitivne funkcie). V poslednych stadiach V — VI (klinicka
diagnéza AD) su velké mnozstva neurofibrilarnych spleti prakticky vo vSetkych
pododdieloch mozgovej kory, pricom dochadza aj k destrukcii neokortexu. V tychto
pripadoch su pritomné uz vyrazné klinické priznaky, ktoré ovplyviuji kazdodenny zivot

(Braak,1995; Perneczky, 2018).
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Obr. 1: Znazornenie postihnutych oblasti mozgu v réznych stadiach AD podla rozsahu
neurofibrilamych spleti. Upravené a prevzaté podl'a (Masters et al., 2015).

Thal  (2005) wur¢il pat  fazukladania B-amyloidnych  plakov (tvorenych
z B-amyloidnych peptidov) v mozgu cloveka pri Alzheiemrovej chorobe (Obr. 2).
Rozdelenie je zalozené na pritomnosti, respektive nepritomnosti, lozisk B-amyloidnych

plakov v urcitej Casti mozgu (Thal, 2005; Perneczky, 2018).
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Neokortex

Podkérove
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Entorhinalna
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Faza 4 Faza §

Obr. 2: Faze AD podlaukladania f-amyloidnych plakov v zvyraznenych castiach mozgu.
Upravené a prevzaté podl'a (Pemeczky, 2018).



Dovod vzniku tejto neurodegenerativnej choroby nie je doposial objasneny, avSak

existuje niekolko faktorov, ktoré mézu sposobovat’ riziko vzniku AD (Tab. 1) (Dincer,

2016).

Tab. 1: Rizikov¢ faktory vzniku AD. Prevzaté a upravené podla (Dincer, 2016).

Rizikovy faktor

Specifikacia rizikového faktoru

genetické mutacie

vek

rodinna historia

Iné ochorenia

psychosocialne
faktory

uraz

nedbaly spdsob zivota

deficit latok

dedicné mutacie v génoch pre APP
(amyloidovy prekurzorovy protein)

nad 65 rokov

APOEA4 (apolipoprotein E4), nezname
genetické mutacie alebo spoloéné faktory
prostredia

Diabetes mellitus, hypertenzia,
hyperlipidémia, obezita

niz§ie vzdelanie, socidlna izolacia, stres
traumatické poskodenie mozgu
fajcenie, sedavy Zivotny Styl

vitamin D, folaty, vitamin B12

a antioxidanty vo vyzive a stravovani




Diagnostika ochorenia zacina u neuroldga, ktory vykond sériu vySetreni ako su
behavioralne a fyzikalne hodnotenie. Zarovenn modze lekar ziskat' rodinni anamnézu
(Dincer, 2016). Okrem tychto vySetreni, je mozne vykonat klinicku diagnostiku zalozenu
na biomarkeroch, vdaka ktorym je mozné zistit neuropatologické zmeny. Tieto
biomarkery rozdelujeme medzi dve hlavné kategorie, a to biomarkery telesnych tekutin
(najcCastejSie  krv a mozgovomiesny mok) aneurozobrazovanie. Bohuzial zatial
neexistuju dostatocne Specifické biomarkery, podla ktorych by bolo mozné s istotou
urcit’, ze sa jedna o Alzheimerovu chorobu a je potrebné sledovat’ aj zmienené priznaky,
ktoré sa vSak zacinaji prejavovat’ az vo vysSich fazach ochorenia a pacient ich Casto
priraduje inym faktorom a ochoreniam. Z tychto dovodov stale prebiehaji vyskumy
zaoberajuce sa hladanim Specifickych biomarkerov, ktoré by ochorenie odhalili

v skorSich fazach AD (Perneczky, 2018).

2.1.1 Biomarkery AD v mozgovomieSnom moku
Napriek tomu, ze kompletné neuropsychologické hodnotenie je stale najvyznamnejSim
sposobom spravnej diagnostiky Alzheimerovej choroby, dopredu postupuje aj vyskum

biomarkerov a neurozobrazovacie techniky na diagnostiku (Dincer, 2016).

Vyhodou biomarkerov je Ze sa ich hladiny v mozgovomie§nom moku menia niekol'ko
rokov pred klinickymi priznakmi AD. Napriklad hladiny B-amyloidného peptidu
sa zacinaju znizovat v CSF 25 rokov pred symptomami, zatial' ¢o hladiny tau proteinu
sazvySuju v likvore 15 rokov pred néastupom symptomov. Nadruhu stranu tieto
biomarkery nie su Specifické pre jediné ochorenie apreto je eSte treba mnohych
vyskumov, kedy sa mozno zisti spravna kombinacia biomarkov na presnu a Specificku

diagnostiku ochorenia (Perneczky, 2018).

2.1.1.1 Tau protein

Protein tau, intracelularny protein, je kodovany génom MAPT nachadzajiicim sa na
chromozome 77g21.3 (Kovacs, 2018). Existuje v Siestich izoformach obsahujucich
352-441 aminokyselin (Coedert et al., 1989). Jeho hlavnou funkciou je
stabilizacia a zostavovanie mikrotub (Obr.3a), to sadeje ked je protein
v defosforylovanej podobe. Mikrotubuly st v nervovych bunkach dolezité pre normalnu
konfiguraciu neuronalnych predizeni, transport molekul v axonoch a polarizaciu buniek
(Spillantini & Goedert, 2013; Dincer, 2016). Pri Alzheimerovej chorobe dochadza k

hyperfosforylacii tau proteinu v neurénoch, ¢im sa stracaich schopnost viazat
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sa na mikrotubuly a okrem toho dochadza k vzajomnej vézbe tau proteinov a k tvorbe
neurofibrilarnych spleti (Obr. 3b). To ma za nasledok narusenie prenosu signalov medzi
nervovymi bunkami, trvalé poskodenie neurénov a ich apoptézu (Blennow et al., 2001;

Lewczuk et al., 2004; Dincer, 2016).

Pre AD st jednymi z biomarkerov zvySené hladiny celkového tau proteinu (t-tau)
a fosforylovaného tau proteinu (p-tau) v mozgovomieSnom moku. (Lewczuk et al., 2004;

Konickova et al., 2022).

a) tau protein ; 3 ;
: .I i (g A J? L f

Fyziologicky ____

stav SISO »-» : SO O S 2 A O :
Stabilizovany mikrotubul #
b vV .-
) Neurofibrilarne ATy menrtn
Parovy $piralovy fragment
S i.
{
Patologicky @
stav (AD) \
& "\’/“‘

Hyperfosforylovany Rozpadajici sa mikrotubul

i Nefunk¢ny neurén
tau protein )

Obr. 3: Stabilizacia mikrotubul pomocou tau proteinu v zdravom mozgu (a). Hyperfosforylovany
tau protein sa nedokaze viazat a stabilizovat’ mikrotubuly v mozgovej tkani zasiahnutej AD
(b). Prevzaté a upravené podla (Van Oostveen & De Lange, 2021).



2.1.1.2 Peptid B-amyloid (Ap)

Dalsim biomarkerom pre AD je p-amyloidny (Ap) peptid, konkrétne zniZena hladina jeho
izoformy AP42 ako aj pomer dvoch izoforiem tohto peptidu AP42/AB40
v cerebrospinalnom moku (CSF), zdovodu, ze AP42 peptid sa agreguje do AP

oligomérov a nasledne do amyloidnych plakov, ktorych mnozstvo v CSF naopak rastie

(Perneczky, 2018; Konickova et al., 2022).

AB peptid vznikd v extracelularnom prostredi proteolytickym  Stiepenim
transmembranového amyloidoného prekurzorového proteinu (APP). APP je Stiepeny
v membrane bunky dvomi dradhami a to neamyloidogénnou a amyloidogénnou (Obr. 4).
Neamyloidogénnou drahou je APP Stiepeny najskor a-sekretasou (EC 3.4.24.46), kedy
vznika rozpustny peptid amyloidného prekurzorového proteinu (SAPP) a a C-terminalny
fragment s 83 aminokyselinami (aCTF89). Nasledne je aCTF89 Stiepeny y-sekretasou
(EC 3.4.26.46), pricom vysledkom je APP intracelularna doména (AICD) a maly
fragment p3 (Murphy & LeVine, 2010; Uddin et al. 2020).

Amyloidogénnou drahou je APP Stiepeny najskor B-sekretasou (EC 3.4.23.46). Po
tomto Stiepeni vznika sAPPP a C-terminalny fragment s 99 aminokyselinami (BCTF99).
BCTF99 zostava viazany na membrane a je nasledne Stiepeny komplexom y-sekretasou
za vzniku AICD (rovnako ako v pripade neamyloidgennej drahy) a izoforiem AP peptidu
(Murphy & LeVine, 2010; Uddin et al. 2020).

V amyloidogennej drahe enzym y-sekretasa neStiepi stale na tom istom mieste, ¢o
ma za nasledok vznik peptidov s roznou dizkou aminokyselinového retazca, priGom
najcastejSie vyskytujuce izoformy su rozpustny AP40 anerozpustny AB42 (Obr. 4)
(Murphy & LeVine, 2010). U zdravych jedincov prevlada tvorba AB40 (viac ako 90%),
zatial' ¢o AP42 je najviac zastupena izoforma u pacientov s AD v podobe AP plakov

(Perneczky, 2018).

AP vznika v niz§ich mnozstvach (pmol.1™) aj v zdravom mozgu, kedy jeho funkciou
okrem iného je aj zlepSenie synaptickej plasticity a pamaite, Co je presny opak jeho funkcie
vo vysSich hladinach. Tento ucinok je nazyvany horméza. Nizsia davka je stimulacna
a vysSia inhibicnd (Puzzo et al., 2008). Pikomolarne koncentracie AP aktivuju
fosfatidylinozitol-3 kinazy (podielajui na tvorbe paméte), nikotinovy acetylcholinovy

receptor (tym zvysuju produkciu acetylcholinu v hipokampe) a mitogénom aktivované



proteinkinazy. Dalej spdsobuju aj presynaptické zosilnenie, rast neuritov a preZitie
hipokampalnych neuronov. Zatial ¢o pri vysSich koncentraciach inhibuju kindzy
a receptory (vratane acetylcholinovych), sposobuju presynapticky zoslabenie a apoptozu

neurénov (Whitson et al., 1989; Morley & Farr, 2014).

Hardy a Higgins (1992) ako prvy vytvorili hypotézu amyloidnej kaskady. Pricom
zistili, ze ukladanie amyloidného proteinu ma za nasledok tvorbu AP plakov, stratu
neurénov, poskodenie ciev a je jednou z pri¢in rozvoja Alzheimerovej choroby (Hardy &
Higgins, 1992).
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Obr. 4: (Ne)amyloidogenn¢ drahy Stiepenia APP a mozny vznik AD. Upravené a prevzaté (Uddin
et al. 2020). APP, amyloidny prekurzorovy protein; sAPP, rozpustny peptid amyloidného
prekurorového proteinu; aCTF89, C terminalny fragment 83; BCTF99 fragment s 99
aminokyselinami; AICD, APP intracelularna doména; p3, maly fragment p3.



2.1.1.3 DalSie biomarkery

Medzi dalsie potencionalne biomarkery vV mozgovomieSnom moku
u pacientov s Alzheimerovou chorobou patria metabolit (myoinozitol), enzym
B-sekretasa a dalSie proteiny (neurogranin, synaptozomalny asociovany protein
(SNAP25), wvisininu podobny protein 1 (VILIP-1), rozpustny spustaci receptor
exprimovany na myeloidnych bunkdch 2 (sTREM 2) (Heslegrave et al., 2016;
Voevodskava et al., 2016; Konickova et al., 2022).

Myoinozitol sa radi medzi alkoholové sacharidy. Ide o metabolit, ktorého funkciou je
transdukcia bunkovych signalov prostrednictvom regulacie steroidnych
hormoénov a neurotransmiterov. ZvySena hladina myoinozitolu v mozgu je castym
nalezom u pacientov s Alzheimerovou chorobou. Okrem zvySenej hladiny myoinozitolu
v mozgu bola objavena aj jeho zvysena hladina v CSF. Problémom je, ze zvySené hladiny
tohto metabolitu, nie su iba pri AD, ale m6zu sa vyskytovat aj napriklad pri traumatickom

poraneni mozgu (Garnett et al., 2000; Voevodskaya et al., 2016; Piersson et al, 2021).

Potencionalny biomarker AD je aj receptor sTREM2, ktory je exprimovany
na povrchu buniek myeloidnej linie (monocyty, makrofagy, osteoklasty, mikroglie)
v centralnom nervovom systéme a je zapojeny do vrodenej imunity. ZvySené hladiny
sTREM2 v likvore boli zistené az po odhaleni zmien hladin p-tau proteinu a AP42
peptidu. Nadruht stranu sTREM2 ma vyznamnu ulohu vo velkom mnozstve
neurologickych poruch, preto nemusi byt Specificky pre AD, av§ak mohlo by sa nim
sledovat’ progresia tohto ochorenia (Suarez-Calvet et al., 2016; Heslegrave et al., 2016;

Perneczky, 2018).

Hladina B-sekretasy, sa pri Alzheimerovej chorobe v likvore zvySuje. Pri vysokych
hladinach SNAP25 avysokych hladinach neurograninu je mozné v CSF
u pacientov s miernou kognitivnou poruchou predpokladat’ progres do AD. Tak isto aj
zvySené hladiny VILIP-1 v mozgovomie$snom moku moézu signalizovat nastup AD

(Konickova et al., 2022).



2.1.2 Patobiochemické procesy spojené s AD

Mechanizmus vzniku a rozvoja Alzheimerovej choroby je velmi zlozity. Presna
biochemicka charakterizacia, ktora by bola zodpovedna za vznik AD este stale nie je
znama. AvSak niektorymi z mechanizmov, ktoré by mohli rozvinit predstavu
o patobiochémii ochorenia sui: oxidacny stres, mitochondrialna disfunkcia, neurozapal a

znizena hladina acetylcholinu (Gadoth & Goebel, 2011; Dincer, 2016).

2.1.2.1 Oxidacny stres

Oxidacny stres sa podiela na neurodegenerativnych, ale aj na kardiovaskularnych,
nadorovych alebo autoimunitnych ochoreniach. Je sposobeny nerovnovahou medzi
tvorbou a odstrafiovanim reaktivnych foriem kyslika (ROS) a dusika (RNS). (Armstrong,
2016). Mimo iné, prooxidacne posobia aj vysSie hladiny AP peptidu a neurofibrilarne
splete, ku prikladu tym, Ze maji schopnost stimulovat mozgové bunky (napriklad
mikroglie alebo astrocyty) pre tvorbu ROS a RNS. Mikroglie a astrocyty produkuja ROS
a RNS v snahe odstranit’ AP plaky a neurofibrilarne splete (Gadoth & Goebel, 2011).

ROS a RNS st vysoko reaktivne molekuly, ktoré I'ahko reaguji mimo iné s lipidmi,
proteinmi (prevazne enzymami) a nukleovymi kyselinami, pricom menia ich Struktiru a
funkciu. Mozno ich rozdelit’ na voI'né radikaly a neradikélové formy (Armstrong, 2016;
Krumova & Cosa, 2016). Vol'né radikaly si atomy a molekuly, ktoré obsahuju jeden
alebo viac nesparovanych elektronov vo svojom vonkaj$om orbitaly kyslika alebo dusika
(Sigkova, 2015). Jedna sa o superoxidovy anion, hydroxylovy radikal, peroxylovy
radikal, alkoxylovy radikal, hydroperoxylovy radikal, oxid dusnaty a oxid dusicity.
Na druht stranu v ramci neradikalovych foriem mozno najst’ napriklad: singletovy kyslik,

peroxynitrit, oxid dusity, kyselinu dusitu a d’alSie (Krumova & Cosa, 2016).

Zdroje ROS a RNS mozno rozdelit’' na endogénne a exogénne. Medzi exogénne zdroje
patria ultrafialové svetlo, chemoterapeutické latky, environmentalne toxiny alebo
ionizujuce ziarenie. Medzi najCastejSie endogénne, intracelularne, zdroje prisluchaju:
mozna tvorba ROS pri prechode elektronov elektronovym transportnym retazcom
v mitochondriach a produkcia ROS enzymom nikotinamidadenindinukleotidfosfat
oxidasou (EC 1.6.3.1) (Krumova & Cosa, 2016). Hlavnym endogénnym zdrojom RNS je
enzym syntasa oxidu dusnatého (NOS, EC 1.14.13.39). (Sigkova, 2015).
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Tvorba vol'nych radikéalov je za fyziologickych stavov kompenzovana antioxidantmi
(AOX), ktorym sa ku prikladu enzymy katalasa (EC 1.11.1.6), superoxid
dismutasa (EC 1.15.1.1), glutathion peroxidasa (EC 1.11.1.9), ale aj polyfenoly,
glutation, koenzym Q alebo vitaminy (A, E, K). AOX posobia tak, aby zabranili
radikalovym reakciam a tym ochranili organizmus voci jeho poskodeniu, priCom kazdy
AOX st ucinné iba v niektorych castiach bunky a pdsobia na urcité ROS/RNS
(Siskova, 2015).

2.1.2.2 Dysfunkcia citratového cyklu a dychacieho ret’azca

Mitochondrie s producentmi bunkove] energie, vznikajucej prechodom
elektronov cez komplexy I-IV dychacieho ret'azca (elektronového transportného retazca)
a tvorbou adenozintrifosfatu (ATP) pomocou oxidativnej fosforylacie ATP-syntasou
(EC 7.1.2.2, komplex V). Zmienené komplexy st umiestnené na vnutornej membrane
a prepojuju medzimembranovy priestor s matrix mitochondrie (Obr. 5) (Cadonic et al.,

2016).

Konecnym akceptorom elektronu je na komplexe IV kyslik redukujici sa na vodu.
Zaroven ATP-syntasou dochadza k tvorbe ATP z adenozindifosfatu (ADP) a vol'ného
anorganického fosfatu, kedy energia na tento proces je ulozenad v elektrochemickom
gradiente H". Nosi¢mi elektronov pre elektronovy transportny retazec su redukované
koenzymy nikotinamidadenindinukleotid (NADH) a flavinadenindinukleotid (FADH>).
NADH dodava elektrony komplexu I za ucastt NADH dehydrogenasy (EC 7.1.1.2),
zatial' co FADH; dodéva elektrony komplexu II za ucasti sukcinatdehydrogenasy (SDH,
EC 1.3.5.1). Oba redukované koenzymu su v mitochondriach ziskavané pomocou
citratoveho cyklu, do ktorého vstupuje acetyl koeznym A (acetyl-CoA). Ten vznika
reakciami  pyruvatdehyrogenasového komplexu (PHD, EC 1.2.4.1) =z pyruvatu,
produkovaného v cytosole bunky. Dalsimi zdrojmi acetyl-CoA su priamo v matrix
mitochondrii P-oxidacia mastnych kyselin, odburavanie ketolatek a aminokyselin
(Cadonic et al., 2016). Grafické znazornenie zdrojov acetyl-CoA, citratového cyklu

a dychacieho retazca st uvedené v Obr. 5.
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Obr. 5: Grafické znazornenie zdrojov acetyl-CoA, citratového cyklu a dychacicho retazca.
Elektronovy transportny retazec zahrna komplexy I-IV. 0-KGDH,
a-ketoglutaratdehydrogenasa;, = ADP,  adenozindifosfat; = ATP,  adenozintrifosfat;
CoA-SH/ CoA, koenzym A; FAD, oxidovany koenzym flavinadenindinukleotid; FADH,,
redukovany  koenzym  flavinadenindinukleotid; = GDP,  guanozindifosfat;  GTP,
guanozintrifosfat; IDH isocitratdehydrogenasa; MDH, malatdehydrogenasa; NAD®,
oxidovany koenzym nikotinamidadenindinukleotid;, NADH, redukovany koenzym
nikotinamidadenindinukleotid; ~ Pi, fosfat; PDH, pytuvatdehydrogenasa; SDH,
sukcinatdehydrogenasa.

Najviac preskimanymi patologickymi procesmi v mitochondriach neurénov pri AD
s naruSenie aktivity enzymu PDH, enzymov v citratovom cykle a tiez k poSkodeniam v

dychacom ret'azci (Cadonic et al., 2016).

U casti enzymov v prvej polovici citarového cyklu dochadza k znizeniu ich aktivity.
Medzi tieto enzymy patria: isocitratdehydrogenasa (IDH, EC 1.1.1.41) a a-ketoglutarat
dehydrogenasa komplexu (KGDH, EC 1.2.4.2, EC 2.3.1.61, EC 1.6.4.3) (Bubber et al.,
2005). Znizena aktivita tychto enzymov je spdsobend ich oxidaciou prostrednictvom ROS
(Tabatabaie et al.,1996; Gibson et al., 2005; Sims et al., 2010). Tieto procesy vedu
k znizenej produkcii NADH, a tym k zniZenej dostupnosti elektrénov pre elektronovy
transportny ret'azec. Znizena rychlost’ reakcii, ktoré prebiehaju v prvej polovici cyklu
moze byt CiastoCne kompenzované zvySenim aktivit enzymov v druhej polovici cyklu:

SDH a malatdehydrogenasy (MDH, EC 1.1.1.37) (Bubber et al., 2005).
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V ramci dychacieho retazca v mitochondriach neurénov bola u pacientov s AD
zistend znizena najmé aktivita komplexu IV (cytochrom c-oxidasa, EC 1.9.3.1) (Parker
& Parks, 1995; Maurer et al., 2000). Komplex IV mo6ze byt inhibovany AP peptidom.
Hoci je AP peptid prevazne extracelularny, existuju dokazy, ze sa moze translokovat do
bunky (neur6nov) anasledne prostrednictvom mitochondrialnych prenasacov do
mitochondrii (Devi et al., 2006; Hansson Petterson et al., 2008; Takuma et al., 2009). AB
peptid mé schopnost’ vytvarat komplexy s hemovymi skupinami, ktoré tvoria vel'ka Cast
cytochrom c-oxidasy. Po interakcii AP peptidu s hemovymim skupinami, dochadza
k znizeniu ich funkcie a tym k znizeniu aktivity komplexu IV, ¢o v kone¢nom ddsledku

sposobuje znizenu syntézu ATP (Canevari et al., 1999, Cadonic et al., 2016).

2.1.2.3 Neurozapal
Zapal je prirodzenym mechanizmom pri obrane organizmu proti zraneniam a infekciam
(Cadonic et al., 2016). Neurozapal je potom spojeny s centralnou nervovou sustavou. Pri

AD su hlavnymi zlozkami neurozapalu mikroglie a astrocyty (Tuppo & Arias, 2005).

Mikroglie st pritomné vo vSetkych castiach mozgu (Henekaet al., 2015).
Zodpovedaju za imunitny obranny systém a sprostredkovavaju bunkovu odpoved
na patologické procesy. V tomto ohlade maji mikroglie schopnost fagocytozy,
uvolniovanie prozapalovych medidtorov vratane neurotoxickych cytokinov, proteinov
komplementu (C1-C9) a v neposlednej rade tiez produkujit ROS a RNS. (Tuppo & Atrias,
2015; Heneka et al., 2015).

V mozgovej tkani postihnutej AD sa mikroglie aktivuju v reakcii na pritomnost’ A
plakov a neurofibrilarnych spleti. To vedie jednak k tvorbe ROS a RNS, ¢o ma za
nasledok zvysenie oxidacnému stresu a zaroven k expresii hlavného histokompatibilného
komplexu II (MHC II), ktory na povrchu mikroglii spusta sekréciu cytotoxickych latok,
kedy vprvom rade dochadza  kvytvoreniu akutneho  zapalu, ktory
napomaha odstraniovaniu AP plakov. Na druha stranu pri abnormalnom mnozstve AP
plakov dochadza k neustalej aktivacii mikroglii, ¢o vedie k chronickému zapalu a
naslednej apoptdze neurdénov (Tuppo & Arias, 2005; Yoshiyama et al., 2007; Gadoth &
Goebel, 2011; Heneka et al., 2015).

Astrocyty su najviac zastupenym typom gliovych buniek v mozgu. Medzi ich

fyziologické funkcie patria: prispievanie k udrziavaniu hematoencefalitickej bariéry
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(bariécra medzi krvou amozgom) prostrednictvom parakrinnych interakcii
s endotelovymi bunkami, reguldcia i6nove] homeostaze alebo reguluju obrat
neurotransmiterov (Verkhratsky & Parpura, 2016; Herdon et al., 2017). Okrem iného sa
podielaju na vytvarani zapalovej odpovede, pricom niektoré astrocyty mozu byt

indukované aktivovanymi mikrogliami (Liddelow et al., 2017; Monterey, 2021).

Astrocyty sa stavaju , reaktivnymi“ (podliehaju  §trukturdlnym, funkénym
a molekularnym zmenam) v reakcii na viaceré patologické stavy, medzi ktoré patri aj AD
(Escartin et al., 2021). Pri tomto ochoreni sa reaktivne astrocyty zhlukujii v mozgovom
tkanive, kde sa vyskytuja AP plaky a neurofibrilare splete (Verkhratsky & Parpura,
2016). V reaktivnej forme, podobne ako mikroglie, su schopné fagocytovat’ AP plaky a
zaroveni vylucovat prozapalové molekuly: interleukiny, leukotriény, prostaglandiny,
tromboxany, proteazy, koagulacné proteiny a proteiny komplementu. Okrem toho
astrocyty exprimuju enzym NOS, ¢im prispievaju k zvySeniu RNS. Tymito procesmi sa
zvySuje neurozapalova odpoved a podporuje sa vznik chronického zapalu (Tuppo &

Arias, 2005; Heneka et al., 2015).

2.1.2.4 Acetylcholin

Acetylcholin (Ach) je excitacny neurotransmitér nevyhnutny pre spravne fungovanie
pamite a schopnosti ucenia (Francis, 2005). Je prenasany u cholinergnych neurénov
pomocou synapsie, ¢im dochadza k prenosu nervového vzruchu. Ach je syntetizovany
cholinacetyltransferasou (EC 2.3.1.6) zcholinu a acetyl-CoA v presynaptickej cCasti
axonu neuronu a nasledne je transportovany do synaptickych vezikul acetylcholinovym
transportérom (Obr. 6). Ach sa po wuvolneni dosynaptickej Strbiny viaze
na postsynampticky receptor (AChR), atym prenasa signal medzi axonmi dvoch
neurénov (Rand, 2017). Existuju dva rozne typy AChR: nikotinové acetylcholinové
receptory (nAChR) a muskarinové acetylcholinové receptory (mAChR) (Oddo &
LaFerla, 2006). Pri nadbytku Ach v synaptickej §trbine, dochadza k jeho rozpadu na
cholin aacetat pomocou acetycholinesterasy (EC 3.1.1.7). Cholin je nasledne
transportovany spit do presynaptickej Casti cholinergného neurdénu prostrednictvom

cholinového transportéra (Rand, 2017).

U pacientov s AD bola zistena znizena koncentracia acetylcholinu v castiach mozgu,
napriklad v temporalnom kortexe (jeden zo Styroch lalokov v mozgovej kore) (Richter et

al., 1980). Dévodom tejto zmeny moze byt ako znizena aktivita cholinacetyltransferasy,
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tak isto aj znizené spétné vychytavanie cholinu prostrednictvom jeho transportérov (Sims
et al., 1983; Francis, 2005). Okrem toho u pacientov s AD dochéadza k poklesu vizbovych
miest pre Ach, ¢o zna¢i zmenu v mnozstve spravne fungujucich nAChR predovSetkym v
castiach mozgu (hipokampus a kortex), u ktorych bola uz preukazana neurodegeneracia
(Oddo & LaFerla, 2006). Pokles funkcie nAChr mdze byt spdsobeny védzbou AP42
peptidu na niektoré z podjednotiek tychto receptorov (Wang et al., 2000; Pettit et al.,
2001).
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Obr. 6: Metabolizmus acetylcholinu v cholinergnych neurénoch.
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2.2 Cerebrospinalna tekutina

Cerebrospinalna tekutina (CSF), nazyvana aj likvor alebo mozgovomieSny mok, je
Cira tekutina bez zapachu. Priemerny objem tejto tekutiny v tele predstavuje asi 150 ml
a obmiena sa trikrat az Styrikrat denne, vzhladom na rychlost produkcie, ktora je
400-600 ml/denn (Laterraet al,1999). Z celkového objemu sa?25,5ml (17 %)
nachadza v komorovom systéme mozgu, zvySnych 124,5 ml (83 %) je obsiahnutych
v subarachnoidalnom priestore, ktory sa nachddza medzi dvomi mozgovymi blanami

(arachnoid mater a pia mater) (Obr. 7) (Oreskovi¢ & Klarica, 2011; Sakka et al., 2011).

Subarachnoidalny
priestor

Arachnoid mater
(pavucnica)

Boéna mozgova
komora Pia mater (prekrvnena

mozgova blana)

Dura mater (tvrda
mozgomie$na blana)

Tretia mozgova
komora K

Choroidny plexus

Stvrta mozgova komora

Centralny miechovy
kanal

Miecha

Obr. 7: Umiestenie zmienenych Struktur v mozgu. Prevzaté a upravené podla (Le Rhun et al.,
2016).
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2.2.1 Funkcia

Mozgovomie$ny mok ma niekol'ko vyznamnych funkcii. Jednou z najdolezitejSich je
transportna funkcia, kedy zabezpecuje prisun zivin a odvod splodin metabolizmu buniek
mozgu. Délezitd ulohu zahrava aj pri prenose nervovych signalov. Dalou vyznamnou
funkciou je ochrana mozgu pred zranenim, vd’aka tomu ze systém okolo mozgu, ktory je
naplneny likvorom ma vztlakovy ucinok (Laterraet al., 1999). Okrem iného tato
tekutina zabezpecuje zniZenie realnej hmotnosti mozgu (cca 1,2 kg) na ekvivalent
priblizne 45 g, ¢im je mozog chraneny pred poSkodenim svojou vlastnou vahou (Spector

etal, 2015).

2.2.2 Zlozenie

Skoro 99% mozgovomiesneho moku tvori voda. ZvySok je tvoreny bunkami,
elektrolytmi, sacharidmi (Tab. 2), alkoholickymi cukrami (Tab.3), organickymi
kyselinami (Tab. 4), aminokyselinami (Tab. 5), lipidmi (Tab. 6), proteinmi, nukleozidmi
a nukleotidmi, acylkarnitinmi a karnitinom. Okrem iného st obsiahnuté aj cyklické
amidy, vitaminy (Tab. 7), zapalové mediatori, hormény (Tab. 8), aminy a biogenné

aminy a d’alSie (Wester et al., 1999; Irani, 2009; Stoop et al., 2010; Mandal, 2012).

Elektrolyty obsiahnuté v plazme (Na*, K* Ca?", Mg?", POs", ClI" aHCOy),
sa nachadzaju aj v likvore. V porovnani s plazmou je v likvore vacsia koncentracia Cl°,

Mg?*, aviak mensia koncentracia Ca?" Na®, K™ a HCOs™ (Irani, 2009).

Co sa tyka bune¢ného zloZenia, tak u zdravych jedincov sa mnoZstvo bielych krviniek
v CSF mo6ze pohybovat az do S leukocytov v 1 ul CSF, pricom zvycajne ide o T-
lymfocyty a monocyty, zodpovedné zaimunitné reakcie. Cervené krvinky
sa v mozgovomieSnom moku u zdravych jedincov nevyskytuju, kedze sav likvore
prirodzene netvoria, nie su produkované ani v centralnej nervovej sustave (CNS)
a neprechadzaji nepoSkodenou hematolikvorouvou barierou (Seehusen et al., 2003).
Na druhu stranu moze byt vzorka mozgovomie§neho moku kontaminovana krvou z ihly,
pouzitou pri jeho odbere pomocou lumbalnej punkcie, a tak je v niom mozné detegovat’
cervené krvinky aj bez patologického vyskytu (Seehusen et al., 2003; De Graaf et al.,
2011).
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Pri fyziologickej hladine glukozy v plazme (3,9-6,7 mmol.I"") sa koncentracia glukozy
v mozgovomie$nom moku pohybuje okolo 2,5-4,4 moll?l. Treba podotknit, Ze
hladina glukozy v likvore je zavisla od jej pritoku z plazmy a zaroven jej metabolického
vyuzitia v mozgu a mieche, a jej odtoku do vendznej krvi (Irani, 2009). V CSF su okrem
glukoézy obsiahnuté aj iné sacharidy (Tab. 2), alkoholové sacharidy (Tab. 3) aj samotné,
vietky v umol.I"! jednotkach (Irani, 2009; Stoop et al., 2010; Mandal, 2012).

Tab. 2: Sacharidy v CSF Tab. 3: Alkoholové sacharidy
(Irani, 2009; v CFS (Irani, 2009;
Stoop et al., 2010). Stoop et al., 2010).

Sacharidy Alkoholové sacharidy
glukdza myoinozitol
arabin6za inozitol
fruktoza arabitol
galaktoza sorbitol
fukoza ribitol
manodza manitol
riboza galaktikol
sachard6za 1.5-anhyfrosorbitol
xyloza glycerol-galaktopyranozid

1,5-anhydro-D-glucitol

Organické kyseliny (Tab. 4) sa v CSF vyskytuju v rozsahu koncentracii od 5 pmol 1!
do 300 pmol.I"!, okrem kyseliny mlie¢nej s koncentraciou v jednotkach mmol 1" (Stopp

et al., 2010; Mandal,2012)

ZloZenie aminokyselin (Tab. 5) je v ovelanizsich koncentraciach (umol.I™") ako
v plazme (1,16-15krat menej). Najvacsie zastipenie ma glutamin, zatial ¢o najmenSie

maju cystein, prolin a tryptofan (Irani, 2009).
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Tab. 4: Organicke kyseliny v CSF (Stoop et.al, 2010).

Organické kyseliny

kyselina 2,3-dihydroxybutanova
kyselina xylonova

kyselina 2,4-dihydroxybutanova
kyselina 2-aminomaslova
kyselina 2-hydroxybutanova
kyselina 2-hydroxyizovalerova
kyselina 3,4-dihydroxybutanova
kyselina 3-hydroxybutanova
kyselina 3-hydroxyizovalérova
kyselina 3-hydroxypropanova
kyselina octova

kyselina acetoctova

kyselina akonitova

kyselina askorbova

kyselina pyroglutamova

kyselina pyrohroznova (vratane jej konjugovanej

baze pyruvatu)
kyselina chinova
kyselina citrénova
kyselina erytronova
kyselina mravcia
kyselina glukénova
kyselina glutamova
kyselina glycerova
kyselina glykolova
kyselina (izo)citrénova

kyselina mliecna (vratane jej konjugovanej baze

laktatu)

kyselina ribonova
kyselina jantarova
kyselina trednova
kyselina mocova
kyselina fosfore¢na
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Tab. 5:Aminokyseliny v CSF
(Irani, 2009; Stoop et.al, 2010).

Aminokyseliny a ich derivaty

alanin

kyselina asparagova
kyselina glutamova
asparagin
glutamin
arginin

cystein

glycin

leucin
izoluecin
histidin
metionin
fenylalanin
prolin

serin

threonin
tryptofan
tyrozin

valin

citrulin

ornitin
I-metylhistidin
3-metylhistidin




Fosfolipidy, glykolipidy, cholesterol, prostaglandiny, lipoproteiny a mastné kyseliny

patria medzi najviac zastipené skupiny lipidov v mozgovomieSnom moku (Tab. 6).

Celkova koncentracia lipidov v CSF sa pohybuje medzi 0,1 a 0,20 g/l (Illingworth &
Glover, 1971; Koch et al., 2001; Irani, 2009).

Tab. 6: Lipidy V CSF (Illingworth & Glover, 1971;Koch et al., 2001; Irani, 2009).

Lipidy

kategéria

lipid

fosfolipidy

lysolecitin
fosfatidylcholin
sfingomyelin
fosfatidylinozitol
fosfatidyletanolamin
kyselina fosfatidova
cefalin

glykolipidy

monosialotetrahexosylgangliosid (GM1)
gangliosid GD3

disialogangliosid-GD1a
disialogangliosid-GD1b
trisialogangliosid (GT1b)
tetrasialogangliosid (GQ1Db)

cholesterol

volny cholesterol
esterifikovany cholesterol

prostaglandiny

prostaglandin D2
prostaglandin E2
prostaglandin F2a

6- keto-prostaglandin Fla

lipoproteiny

Alipoprotein E
Alipoprotein A-I

mastné
kyseliny

kyselina laurova

kyselina myristova
kyselina palmitova
kyselina stearova

kyselina linolova

kyselina linolenova
kyselina eicosatriénova
kyselina arachidonova
kyselina eikosapentacnova
kyselina dokozapentacnova
kyselina dokosahexaenova
kyselina lignocerova
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Koncentracia bielkovin v mozgovomiesnom moku je asi 200-krat nizsia ako v plazme,
kde je ich koncentracia 65-85 g.I"'. Priblizne 20 % z tychto bielkovin je syntetizovana
choroidnym plexom (napriklad prealbumin), avSak pre niektoré tieto proteiny nie je
zanedbatel'na ani frakcia prechadzajuca z plazmy (napriklad albumin) (Irani, 2009).
Choroidny plexus je vaskularizovany (tkanivovy) organ, pozostavajuci z epitelovych
buniek azo siete kapilar, ktory sanachadza v mozgovych komorach (Spector &
Johanson, 1989). Dalgie proteiny mozu pochadzat z neurdnov a gliovych buniek
(napriklad tau protein) alebo saprimarne uvolnovat zmikkych mozgovych

blan (napriklad cystatin C) (Reiber, 2001; Irani, 2009).

Vitaminy v likvore plnia hlavne ulohu antioxidantov a kofaktorov pre biochemické
reakcie (Tab. 7). Ich koncentracie sa pohybuju maximalne do2 pumoll™, okrem

vitaminu C, ktorého koncentracia sa pohybuje okolo 232 pmol.I"" (Irani, 2009).

Tab. 7: Suhrn vitaminov v CSF (Irani, 2009).

Vitaminy

vitamin A (retinol)

vitamin B1 (thiamin)

vitamin B2 (riboflavin)

vitamin B3 (niacin)

vitamin B5 (kyselina panthetova)
vitamin B6 (pyridoxin)

vitamin B7 (biotin)

vitamin B9 (kysleina litova)
vitamin B12 (kyanokobalamin)
vitamin C (kyselina askorbova)
vitamin D (25-hydroxyvitamin D, 1,25-dihydroxyvitamin D)
vitamin E (a-tokoferol, y-tokoferol)
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Mimo iné v Sirokom rozsahu koncentracii (pmol.I"! — mmol.l) sa vyskytuji aj

hormony (Tab. 8), ktoré boli detegované v CSF (Irani, 2009).

Tab. 8: Hormoény v CSF (Irani, 2009).

Hormony
Rozdelenie Nazov horménov
systémové hormony inzulin, kortizol, hormoény §titnej zl'azy, melatonin

rastovy hormon, prolaktin, thyroid-stimulujuci hormon,

adenohypofyzame hormény luteiniza¢ny hormon, adenokorikotropny hormén

hormony zadnej hypofyzy vazopresin, oxytocin

thyreotropin uvoltiujuci hormoén, somatostatin,

hypotalamus uvolfiujuce faktory kortikotropin uvoliujuci hormén

Z nukleozidov sa v likvore nachadza pseudouridin a z nukleotidov adenozintrifosfat,
guanosintrifosfat, cyklicky adenozinmonofosfat a cyklicky guanozinmonofosfat, av§ak

vietky v nizkych hladinach pod 1 nm.I"! (Irani, 2009, Stoop et al., 2010).

Acylkartiny  (acetyl = L-karnitin,  propionyl-L-karnitin,  butyryl-L-karnitin,
hydroxypropionyl-L-karnitin, valeryl-L-karnitin) st v likvore detegované do 1 pmol.I"".
Vol'ny L-karnitin sa vyskytuje v koncentracii cez 1 pmol.I"! (Mandal et al., 2012).

V zdravom mozgovomie$nom moku sa v nizkych koncentraciach (pg/ml) nachadzaja
mnohé rozpustné zapalové mediatory zahrfilajuce: cytokiny, protilatky, proteiny

komplementu, chemokiny (Irani, 2009).

V rozsahu jednotiek aZ desiatok umoll™" sa v likvore vyskytujii kreatin, kreatinin,
spermin, spermidin, pestrucin. fosforyletanolamin a dimetylamin. Mocovina je
v jednotkach mmol 1. Tieto zlugeniny patria medzi aminy (Marton et al., 1974; Stoop et

al., 2010; Mandal, 2012).

Medzi biogenné aminy nachadzajuce sa v CSF patria ( Wester et al., 1990):
- dopamin a jeho metabolity 3-metoxytyramin a kyseliny homovanilova
- sérotonin a jeho metabolit kyselina 5-hydroxyindoloctova

- noradrenalin a jeho metabolity normetanefrin a 3-metoxy-4-hydroxyfenylglykol

Okrem uz opisanych zlozeniek, mozeme v cerebrospinalnej tekutine este
detegovat: 1-monopalmitoylglycerol, 1-monostearoylglycerol, aceton, acetylcholin,

sn-glycerol-3-fosfat, trimetylamin-N-oxid, xantin (Irani, 2009; Stoop et al., 2010).
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2.2.3 Hematolikvorova bariéra

Tento termin sa pouziva pre bariéru oddelujucu krv a mozgovomie$ny mok (Obr. 8).
Z bazolateralnej strany je tvorena: vrstvou choroidnych fenestrovanych (porovitych)
kapilar - cez ktoré krv preteka a filtruje sa, dvomi bazalnymi membranami - medzi
ktorymi sa nachadza intersticialny priestor choroidného plexu. Dal§ou vrstvou
su samotné choroidné epitelové bunky. Aplikalna strana mé& zvacSeny povrch

pritomnostou vycnelkov (mikroklkov) (Spector & Johanson, 1989; Solar et al.,2020).

Hlavnymi funkciami tejto bariéry su tvorba fyzickej bariéry pre prechod latok medzi
krvou alikvorom, obsah transportnych proteinov umoziujucich vstup zivin zkrvi

a vylu¢ovanie odpadovych latok z likvoru (Irani, 2009).
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Obr. 8: Stavba hematolikvorovej bariéry.

23



2.2.4 Transport latok cez hematolikvorovu bariéru

Transport latok cez hematolikvorovu bariéru je hlavne v smere z krvi do CSF. Avsak
niektoré latky sa transportuji v opacnom smere, ¢o zabezpeCuje ich odstranovanie
(napriklad: metabolity neurotransmiterov, niektoré lieciva, anorganické iony) z likvoru

(Tumani et al., 2018).

Vdaka fenestracii krvnych kapilar sa moze vac¢sina molekul a rozpustenych latok, do
rozmeru 12 nm alebo molekulovej hmotnosti 800 kDa, dostavat’ z krvi pasivnou difuziou
az k choroidnym epitelovym bunkam. Transport cez choroidné epitelové bunky je vysoko
regulovany, pricom sucasne prebiehaju dva transporty: paracelularny a transcelularny

(Obr. 9) (Praetorius & Damkier, 2017).

CSF

Py Tesny spoj

Aplikalna membrana .
Choroidné epitelové
bunky

Bazolaterarna membrana™~—————

Obr. 9: Znazomenie dvoch typov transportu latok z krvi do CSF cez hematolikvorovi bariéru.
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2.2.4.1 Paracelularny transport

Paracelularny transport sa vyskytuje medzi choroidnymi epitelovymi bunkami, pricom
latky a molekuly musia prechadzat cez tesné spoje medzi tymito bunkami. V tesnych
spojoch sa nachadzaja klaudiny a proteiny ktoré st zodpovedné za kontrolu
paracelularnej permeability a zabranuji volnému transportu vacSiny latok a molekul,
prejdu iba tie so spravnou velkostou a nabojom. Voda, K" a Na' st jednymi z mala
molekul, ktoré su schopné vyuzivat paracelularny transport (Praetorius & Damkier,

2017).

2.2.4.2 Transcelularny transport

Trancelularny transport sa uskutoCriuje z krvi cez bazolateralnu a nasledne aplikalnu
membranu choroidnej epitelovej bunky az do CSF (Johanson et al., 2011). Transcelularny
transport moze byt pasivnou difuziou, endocytdzou, vezikulami alebo prostrednictvom

prenasacov (Saunders et al.,2013; Morris et al., 2017).

Endocytéza moze byt spOsobend pritomnostou Specifickych receptorov, ako
napriklad transtyretinovy receptor alebo inzulinovy receptor. Vezikularny trasport je
sprostredkiivany membranovymi proteinmi spojenymi s vezikulami (Saunders et

al.,2013; Morris et al., 2017).

PrenaSace mozeme rozdelovat nainfluxné, efluxné a obojsmerné. Influxné
sprostredkivaji prijem substratov do choroidnej epitelovej bunky a efluxné naopak
odtok substratov z choroidnej epitelovej bunky. Hlavnymi influxnymi transportérmi st
nadrodina transportérov nosicov rozpustenych latok (SLC), avSak niektoré transportéry
SLC funguju aj obojsmerne alebo efluxne. Transportéry SLC nepotrebuju byt pohanané
ATP. Na druht stranu typickymi efluxnymi prendSacmi st nadrodina ATP-viazica

kazetu (ABC), ktoré su pohanané ATP (Morris et al., 2017).

SLC je nadrodina s 65 rodinami a priblizne 395 individudlnymi transportnymi génmi.
Avsak v epitelovej bunke choroidného plexu boli identifikované iba niektoré rodiny, ako
su napriklad: SLC2, SLC7, SLC15, SLC16, SLC22. Sprostredkavaju transport
hydrofilnych alebo vysoko polarizovanych latok ako napriklad: aminokyseliny,
organické aniony a kationy, peptidy, vitaminy, monosacharidy, purinové a pyrimidinové
bazy (Liddelow, 2015; Morriset al., 2017; http://slc.bioparadigms.org/, citované
15.12.2022).
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Transportéry nadrodiny ABC su klasifikované do siedmich rodin (A-G) na zaklade
organizacie ahomoldgie aminokyselin. Rodiny vyskytujuce sa v choroidnych
epitelovych bunkach si ABCB, ABCC a ABCG. Ich hlavnou funkciou je selektivne
prenasat’ mnohé substraty proti koncentracnému gradientu cez choroidné epitelové bunky

(Saunders et al.,2013; Morris et al., 2017).

Medzi hlavné ABC transportéry, pritomné v tychto bunkéch, patria: transportéry
P-glykoproteinu (Pgp) a proteiny multidrogovej rezistencie (MRP). Pgp sa nachadza na
aplikalnej membrane choroidnych buniek a sluzi na odstraniovanie latok a xenobiotik ako
napriklad: aldosterén, kortizol, ritonavir aktinomycin D, verapamil z CSF. MRP sa
vyskytuji na oboch membranach choroidnej epitelovej bunky. MRP vyskytujice sa na
bazolateralnej] membrane zabezpeCuji najmé odstranenie latok a xenobiotik z choroidne;j
epitelove] bunky do krvi. Medzi takéto substraty patria: konjugované steroidy, zlCové
kyseliny, nekonjugovany bilirubin, prostaglandiny, antiretrovirusové latky,
taurolithocholat ~ 3-sulfat, tiopurinmonofosfaty, nukleotidové analogy, 9-(2-
fosfonometoxyetyl) adenin, tiopurinmonofosfaty, glukuronozylsulfid a d’alsie. Dalej
MRP zabraruji vstupu i6nov tazkych kovov a toxinom do CSF (Rao et al., 1999;
Delange et al., 2004; Morris et al., 2017).

Okrem nich sa transportéry z rodin ABCG a ABCA podielaju na prenose cholesterolu
z choroidnej epitelove; bunky do CSF (cez bazolaterdlnu membranu do bunky bol
cholesterol transportovany prostrednictvom receptorov ako su: protein 1 suvisiaci
s lipoproteinovym receptorom, protein 2 suvisiaci s lipoproteinovym receptorom

alebo receptor apolipoproteinu E2) (Pifferi & Plourde, 2021).

Existuju aj iné prenasace, napriklad proteinové, ktoré Specificky cielia na proteinové
triedy alebo priamo na jednotlivé proteiny a transportuji ich cez epitelovl choroidni
bunku. Napriklad albumin je transportovany $pecifickym prenasa¢om SPARC (albumin

viazuci transportér) (Saunders et al.,2013).

Pre iony sa na bazolateralne membrane choroidnych buniek nachadzaju Na'/H
prenasace, ClI/HCO; prenasade a Na'-dependentné vymenniky ClI© s HCO3. Cez
aplikalnu membranu mo6zu iony prechadzat’ aktivnym transportom zabezpeenym Na'/K*
ATPasou , kotransportérmi Na"/K*/2Cl", KCl a NaHCOs. Popripade niektoré iony (K*,
Cr

2

HCOs3) mo6zu cez aplikdlnu membranu difundovat (po gradientovom spade)
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prostrednictvom $pecifickych i6novych kanadlov (Laterra et al., 1999; Johanson er al.,

2011).

Transport vody cez epitelové bunky choroidného plexusu zabezpecuje Akvaporin-1,

kanal podporujtci osmoticky tok vody (Johanson et al., 2011).

2.2.5 Lumbailna punkcia

Odber mozgovomieSneho moku sa vykonava lumbalnou punkciou. Ide o invazivnu
metodu, ktora zahriia zavedenie atraumatickej (ihla so zaoblenym koncom), 9 cm dlhej
ihly pod ukoncenie miechy (medzi lumbalne stavce Ls - L4), prechod cez dura mater
(tvrdd mozgovomiesSna blana) a umoznenie pristupu do subarachnoidalného priestoru,
kde savyskytuje likvor. Pacient by sa mal nachadzat v polohe na boku s kolenami
ohnutymi k hrudi, v niektorych pripadoch je mozné vykonat tento zakrok aj v sede.
NajcastejSou problémom pri nespravnom vykone lumbéalnej punkcie moze byt

kontaminacia vzorky krvou (Doherty, 2014).

2.3 Metabolomika a lipidomika

Oliver Fiehn (2002), prvy krat definoval metabolomiku ako vedny obor pre Studium
metabolitov. Uviedol, ze metabolomika, by mohla byt dobrym nastrojom pre skimanie
pri¢in biologickych uc¢inkov organizmov (patogénov) na in€ vyssie organizmy (napriklad
rastliny) (Fiehn, 2002). Pojem lipidomika, odbor vyvinuty z metabolomiky, bol
definovany v roku 2003, kedy Han a Gross (2003) boli medzi prvymi, ktori tento pojem
pouzili. Metabolomika je vednym oborom zaoberajucim sa metabolémom, zatial' ¢o
lipidomka sa zaobera §tadiom lipidomu. Ich cielom je zistit vyskyt a organizaciu
metabolitov/lipidov, ich biologicki ulohu abiochemické mechanizmy vzajomnej
interakcie v bunke za fyziologickych aj patologickych stavov (Han & Gross, 2003; Li-
Biesson, 2016).

Metabolém predstavuje subor malych endogénnych aexogénnych molekul
s molekulovou hmotnostou mensou ako 1 kDa, nazyvanych metabolity. Metabolity su
latky (substraty, medziprodukty a produkty) tvorené a vyuzivané v ramci metabolizmu
bunky daného organizmu (Villas-Bdas, 2007; Roberts, 2012). Doposial bolo celkovo
identifikovanych 248079 metabolitov, pri¢om 450 z nich bolo detegovanych okrem iného
aj v mozgovomiesnom moku zdravych jedincov aj pacientov s roznymi patologickymi

zmenami (https://hmdb.ca/, citované 14.4.2023).
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Lipidom, podskupina metabolomu, je subor vSetkych lipidov. Lipidy su molekuly
do 1500 Da s hydrofobnym alebo amfifilnym charakterom, ktoré sa nachadzaju vo
vSetkych zivych organizmoch (Colsch et al., 2015; Hol¢apek et al., 2018). Lipidy
rozdelujeme do 6smich  kategorii: volné mastné kyseliny, glycerolipidy,
glycerolfosfolipidy, sfingolipidy, sacharolipidy, polyketidy, sterolové lipidy, prenol
lipidy. Doposial’ bolo identifikovanych priblizne 47876 lipidov zo vSetkych tried
(https://www lipidmaps.org/, citované 14.4.2023). Amfifilny charakter maju napriklad
sfingolipidy, glycerolfosfolipidy, a d’alSie lipidy, ktoré sa skladaju z polarnych hlavnych
skupin a nepolarnych mastnych acylovych retazcov (HolCapek et al., 2018). Lipidy maju
vel'a rozmanitych funkcii v organizmoch. Modzu posobit ako signalne molekuly
(napriklad fosfoinozitidy a fosfatidylinozitol 4,5-bisfosfat), byt stavebnymi zlozkami
membran (najmé glycerolfosfolipidy, sfingolipidy), pdsobia ako tepelné izolatory,
rozpustadla hydrofobnych latok (prijimanych z potravy, napriklad vitaminy rozpustné
v tukoch), zasobarne energie a maju ochrannu funkciu (chrania niektoré organy pred
mechanickym poskodenim, tym ze ich obaluji) (Kmetova et al., 2011; Li-Biesson,

2016).

Metabolomika a lipidomika sa uplatiiuji v medicine, toxikologii, farmakolégii,
epidemiologickych a environmentalnych §tadiach. Ako biologicky material sa pouzivaju
biologické tekutiny (krv, moc, sliny, pot, CSF, vykaly, dych, semenna plazma, zIC
a d’alsie), tkaniva, bunky alebo celé organizmy (Nalbantoglu, 2019).

Tieto vedné obory maju niektoré vyhody oproti ostatnym omickym vedam, genomike,
transkriptomike a proteomike. Metabolity aj lipidy su vel'mi nachylné na vonkajsie aj
vnutorné zmeny a poskytuju informécie o tom, ¢o sa deje na metabolickej a fyziologicke;j
urovni organizmu v dany ¢as. Medzi d’alSie vyhody patri jednoduchsia priprava vzoriek

alebo rychlost analyz (Alfaro & Young, 2018).

Na druhu stranu medzi nevyhody patri nedostatok komplexnych pristupov, ktoré by
boli schopné analyzovat cely metabolom (lipidom). Stym savisi potrebna
optimalizacia metabolomickych  (lipidomickych) metdd, ktord si  vyzaduje
detekcia metabolitov (lipidov), pritomnych v réznych organizmoch a biologickych
materialoch, vyskytujicich sav §irokom rozpati koncentracii a polarity (Alvarez-

Sanchez et al., 2010).
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Dvomi hlavnymi metabolomickymi (lipidomickymi) stratégiami su necielena
acielend metabolomika (lipidomika). Necieleny pristup slizi predovSetkym
na kvalitativnu analyzu metabolitov (lipidov), ktoré s pritomné v skimanom materiali.
Sice tymto pristupom je mozné detegovat’ viac metabolitov (lipidov), tym zistovat’ nové
metabolické (lipidové) markery v organizme a vd’aka tomu formovat’ nové hypotézy, ale
tento pristup je menej citlivy a spracovanie dat anasledna identifikacia metabolitov

(lipidov) trvaju dlhsie oproti cielenej analyze (Cajka & Fiehn, 2016).

Naopak cieleny pristup sa zameriava iba na dopredu zvolené metabolity (lipidy),
ktorych pritomnost a mnozstvo je potom zistované vo vzorke. Tato analyza potom sluzi
k charakterizacii zmien spojenych s patobiochémiou ochoreni (Balazy, 2004;

Contrepois et al., 2018).

Na analyzu pri metabolomike aj lipidomike je dnes najCastejSie vyuzivana
hmotnostnd spektrometria (MS). Ide o wvysoko citlivi, ale deStruktivhu metodu.
V cielenych pristupoch sa pouziva hlavne tandemové usporiadanie: trojity kvadrupolovy
analyzator, ktory je schopny monitorovat’ molekulové reakcie, takzvané prechody, pri
ktorych sa matersky i6n povodnej molekuly fragmentuje v zrazkovej cele a sleduje
sa jeho fragmentovy 16n. Matersky 16n a fragmentovy i6n su Specifické pre prislusny
metabolit (lipid). NajCastejSie pouzivanou metdédou na ionizaciu je elektrosprejova
ionizacia (ESI) a najbeznejSiu separacnou technikou v spojeni MS v metabolomike
(lipidomike) je hlavne kvapalinova chromatografia (LC). Najviac pouzivanym rezimom
pre lipidomiku je LC sreverznou fazou, po flom nasleduje hydrofilna interakéna
chromatografia (HILIC). V metabolomickej analyze je ¢asta HILIC separacia pomocou
aminopropylovej kolony. Pracovny postup metabolomiky (lipidomiky) vsSak
zaCina odberom vzoriek aich pripravou, nasleduje samotnd analyza akon¢i to
spracovanim dat, vratane ich interpretacie (Obr. 10) (Cajka & Fiehn, 2016; Hol¢apek et
al., 2018).
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1. Odber vzorky . 2. Priprava vzorky

- Extrakény postup pre
$pecifické metabolity (lipidy)

- Interné¢ Standardy pre skupiny
metabolitov (triedy lipidov)

- Extrakcia a deproteinizacia pri

-80°C

4. Spracovanie dat 3. LC-MS analyza
<—

- Ziskanie dat (integracia pikov) - Chromatograficka separacia
- Spracovanie dat - lonizacia elektrosprejom
- Statistick4 analyza e Negativny a pozitivny rezim
(viacrozmerna, jednorozmerna) - Trojity kvadrupdlovy analyzator
- Relativna alebo absolutna
kvantifikacia metabolitov

(lipidov)

5. Interpretacia udajov

- Vizualizécia vysledkov

- Biochemicka interpretacia
- Metabolomicka siet’

- Linidomicka mapa

Obr. 10: Pracovny postup cielenej metabolomickej (lipidomickej) analyzy, ktory bol mimo iné aj
pouzity v ramci tejto diplomovej prace.

V metabolomike je vyuzivana aj nuklearna magneticka rezonancia (NMR), ktora je
sice nedestruktivna metdda a nepotrebuje byt spojena so separaénymi technikami, ale je
malo citliva (Lindon et al., 2007). V metabolomike aj lipidomike boli tiez casto
pouzivanymi technikami plynova chromatografia a tenkovrstvova chromatografia, ktoré

sa dodnes este pouzivaju (Cajka & Fiehn, 2016; Hol&apek et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material a vybavenie

3.1.1 Biologicky material

Pre tuto diplomovu pracu boli pouzité vzorky mozgovomiesneho moku. Celkom sa
jednalo o 36 vzoriek, pricom 16 vzoriek bolo od pacientov s Alzheimerovou chorobou
(11 zien a 5 muzov) a 20 vzoriek bolo od jedincov bez neurologického ochorenia (8 zien
a 12 muzov), ktoré boli pouzité ako kontrolné vzorky. Vzorky boli ziskané od spolo¢nosti
PrecisionMed (Carlsbad, Kalifornia, USA). Kompletné klinické udaje o testovanych
subjektoch st v Prilohe 1.

3.1.2 Chemikalie

Voda (H20), acetonitril (ACN), metanol (MeOH), izopropanol (IPA): vSetky o LC-MS
Cistote a zakupené od firmy Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, USA). Kyselina
octova, hydroxid amonny, octan amoénny zakapené taktiez od firmy Sigma-Aldrich (Saint
Louis, Missouri, USA). Kalibra¢né pH roztoky s pH 7 a pH 10 (Hamilton Company,
Domat/Ems, Svajéiarko) Interné standardy pre metabolomicku analyzu (Tab. 9): LEU_d3
a C4_d3 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA), kreatin_d3 (C/D/N Isotopes Inc.,
Pointe-Claire, Quebec, Canada). Interné Standardy pre lipidomickt analyzu: zmes
internych Standardov SPLASH® LIPIDOMIX® Mass Spec Standard (Tab. 10), C15
Ceramid (d7) (d18:1-d7/15:0) aFA 18:1 d9 (Tab.9). Vsetky inertné Standardy pre
lipidomicku analyzu boli zakupené od firmy Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama,

USA).

Tab. 9: Pouzité interné Standardy (okrem zmesi SPLASH® LIPIDOMIX® Mass Spec Standard)
pre metabolomicku a lipidomicka analyzu.

Koncentracia  Koncentracia

Cely nazov Skrateny nazov ~ Sumdrny vzorec  zdsobného v extrakénom
roztoku Cinidle
L-Leucin-5,5,5-d3 LEU d3 CsD5H oNO; 10 mmol.1! 2 pmol.1*!
Butyryl-L-karnitin- a1 a1
(N-metyl-d3) C4_d3 C11D3H13NO4 5 mmol.l 0,2 umoll
Creatine-d3 H,O (methyl-d3) kreatin_d3 CHsD3N;0,.H,O 20 mmol.I"! 2 umol.I"!
N-pentaqekan(,)yl-D- C15 Ceramid-d7 C33H53D7NO3 1 mg.ml‘l 1 umol.l‘l
erytro-sfmgozm (d7) (d18 1-d7/15 O)
kyselina
(15,15,16,16,17,17,18,18,18- FA 18:1 d9 CisH2sD90, 3 mmol.I"! 0,1 pmol.1!
d9) olejova

31



Tab. 10: ZloZenie zmesi internych §tandardov SPLASH® LIPIDOMIX® Mass Spec Standard.

Celkova ~ Colkovd
K . . koncentracia
. o , oncentracia <
Cely nazov Skrateny nazov Sumarny vzorec Zmesi v extrakénom
Z mpyy  Cinidle
He (ugml™)
I-pentadekanoyl-2- PNETY
oleoyl(d7)-sn-glycero- 15:0-18:1(d7) C41H7D7NOsP 160 8
A . PC
3-fosfocholin
I-pentadekanoyl-2- ) )
oleoyl(d7)-sn-glycero- II%.O-IS.I (d7) CisHs7D7NOsP 5 0,25
3-fosfoetanolamin
I-pentadekanoyl-2-
oleoyl(d7)-sn-glycero-  15:0-18:1 (d7)
3-fosfo-L-serin (sodnd ~ PS Cs9oHesD7NNaO1oP 5 0,25
sol))
I-pentadekanoyl-2-
oleoyl(d7)-sn-glycero-  15:0-18:1 (d7)
3-[fosfo-rac-(1'- PG CssHerD7NaOwP 30 1>
glycerol)] (sodna sol’)
I-pentadekanoyl-2-
oleoyl(d7)-sn-glycero-  15:0-18:1 (d7) CHo-D-NO-P 10 0.5
3-fosfoinozitol (amoénna PI REHTERL ’
sol))
I-pentadekanoyl-2- 15-0-
oleoyl(d7)-sn-glycero- 18: 1-(d7)-PA Cs6Hs1D7NaOsP 7 0,35
3-fosfat (sodna sol’) ’
1-oleoyl(d7)-2-
hydroxy-sn-glycero-3-  18:1 (d7) LPC CysHisD7;NO7P 25 1,25
fosfocholin
1-oleoyl(d7)-2-
hydroxy-sn-glycero-3-  18:1 (d7) LPE  Cx3H39D7NO-P 5 0,25
fosfoetanolamin
31;016“'5 -n-3b-yloledt- g1 47y CE  CusHD1Os 350 17.5
1-oleoyl(d7)-rac- 18:1 (d7) MG CyH3:D-04 2 0.1
glycerol
I-pentadekanoyl-2- 15:0-18:1 (d7)
oleyol(d7)-sn-glycerol DG CseHai D705 10 0.5
1.3-dipentadekanoyl-2-  15:0-18:1(d7)-
oleyol(d7)-glycerol 15:0 TG CsiHpD70s 33 2,75
N-oleoyl(d9)-D-erytro- ) A
sfingozylfosforylcholin 18:1 (d9) SM  C4H7DoN,O6P 30 1.5
Cholesterol-d7 (th70)Iesterol C»7H300D; 100 5
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3.1.3 Pristroje a vybavenie

Vortex (Argolab, Carpi MO, Taliansko), centrifiga HERMLE Z 216 MK (HERMLE
Labortechnik GmbH, Wehingen, Rakusko), pH meter Orion star All1 (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), analyticka vaha AND-HR120 (A&D, Ann
Arbor, Michigan, USA) , kvapalinovy chromatograf Exion LC (Sciex, Framingham,
Massachusetts, USA), hmotnostny spektrometer QTRAP 6500+ (Sceix, Framingham,
Massachusetts, USA), koloéna pre metabolomickil analyzu NH> Luna® (2 x 100 mm,;
3 um) (Phenomenex, Torrance, USA), kolona pre lipidomicka analyzu ACQUITY
BEH® (2.1 x 100 mm, 1.7 pm) (Waters, Milford, MA, USA).

3.1.4 Programy

Analyst softvér (verzia 1.7.3), Sciex-OS (verzia 2.0), GraphPad Prism (verzia 9.0)
RStudio (verzia 4.0.3), SIMCA softvér ® (verzia 17.0), Cytoscape softvér (verzia 3.9.1).

3.2 Metédy

3.2.1 Priprava extrakcného cCinidla

Pre metabolimicku $tudiu bolo pripravené 25 ml extrakéného cinidla, zlozeného
zmetanolu ainternych S$tandardov: LEU d3, C4 d3 akreatin d3 s vyslednymi
koncentraciami uvedenymi v Tab. 9. Prelipidomicka studiu bolo pouzité 20 ml
izopropanolového extrakéného Cinidla opat’ s internymi Standardmi: C15 Ceramid-d7
(d18:1-d7/15:0), FA_18:1 d9 s finalnymi koncentraciami zaznamenanymi v Tab. 9 a 5%
zmesi SPLASH LIPIDOMIX® so zlozenim zapisanym v Tab. 10.

3.2.2 Extrakcia metabolitov a lipidov

Vzorky pre metabolomicku studiu boli najskor pomaly rozpustené na l'ade. Nasledne boli
vortexované a 10 pl bolo prepipetované do Cistej mikroskumavky. K mozgovomieSnemu
moku bolo pridané 40 pl metanolového extrakcného Cinidla a zmes bola vortexovana 30
sekund. Mikroskumavky s pripravenym roztokom boli nasledne vlozené do mraznicky (-

80°C) na noc, aby doslo k deproteinizacii.

Na druhy dei boli vzorky opat’ zvortexované. Nasledne boli vlozené na 15 minat do
centrifugy pri 4°C a 15000 otackach/minutu. Potom bolo z kazdej vzorky odpipetované

35 ul supernatantu do sklenenej vialky.

Extrakcia pre lipidomicku §tadiu bola prevedena rovnakym spdsobom s rozdielom

v extrakénom ¢inidle.
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3.2.3 Vzorka kontroly kvality (QC)

QC vzorka bola vytvorena tak, ze z kazdej pripravenej vzorky boli po centrifugécii
odpipetované 3 pl do jednej mikroskimavky. Nasledne bola zmes QC vzorky rozdelena
do Siestich alikvotov, ktoré boli rozmiestnené medzi vzorky pacientov a kontrol pre
kontrolovanie priebehu kvality analyz anasledné spracovanie vzoriek a Statisticku

analyzu. Pre metabolomicku a lipidomicku §tadiu boli QC vzorky pripravené zvlast.

3.2.4 Priprava mobilnych faz

Pre metabolomicki analyzu bolo na pripravu mobilnej faze A (20 mmol.l"! octan
amonny, pH 9,75) do litra vody pridané 1140 ul koncentrovanej kyseliny octovej.
Nasledne bola vykonana kalibracia pH metra, za pouzitia certifikovanych roztokov o pH
7,0 apH 10,0. Kvode s kyselinou octovou bol za staleho mieSania a merania pH
pridavany hydroxid amoénny do pozadovaného pH 9,75. Ako mobilna faza B bol pouzity
100% acetonitril.

Na pripravu mobilnych faz A a B pre lipidomicku analyzu bolo potrebné, pre kazdu
zvla§t, navazit 0,77082 g octanu amonneho, pre dosiahnutie koncentracie 10 mmol.l™.
Mobilna faza A bola pripravena zmieSanim acetonitrilu s vodou v pomere 60:40.
K takémuto roztoku bol pridany navazeny octan amonny. Mobilné faza B bola pripravena
zmieSanim izopropanolu s acetonitrilom v pomere 90:10 a pridanim navéazeného octanu

amonneho.

3.2.5 Kvapalinova chromatografia s tandemovou hmotnostnou

spektrometriou
Vzorky boli pred analyzou ndhodne zoradené a QC alikvoty boli rozmiestnené po kazdej

Siestej skutoCnej vzorke.

Cielena metabolomicka a lipidomickd analyza boli uskutocnené pomocou
vysokoucinnej kvapalinove] chromatografie spojenej standemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS, systém ExionLC/QTRAP 6500+). Ionizacia prebiehala
pomocou elektrospreja (ESI) v pozitivnom a negativhom modde pomocou funkcie
prepinania polarity behom analyzy. Detekcia metabolitov a lipidov bola uskutocnena
prostrednictvom planovaného monitorovania viacerych reakcii (scheduled MRM),

prostrednictvom ktorého bolo mozné monitorovat’ viacej prechodov (m/z molekulového
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i6nu/m/z produktového ionu — Q1/Q3) v ramci jednej analyzy. Po¢et MRM prechodov

bol rovny poc€tu meranych metabolitov/lipidov.

Podmienky a nastavenie LC-MS/MS pre cieleni metabolomicka analyzu su zhrnuté
v Tab. 11. Analyza trvala 17 minut a separdcia prebiehala na zéklade hydrofilnych
interakcii aminopropylovej kolony NH; Luna® (2,0 x 100 mm; 3,0 um). Gradientova
elucia je naznaCena v Tab. 12 a Obr. 11. Priebeh analyzy bol kontrolovany pomocou

softvéru Analyst.

Tab. 11: Parametre LC-MS/MS pre metabolomicku studiu

LC
nastrek 1l
prietok 0.30 ml/min
teplota kolény 35°C
mobilna faza A 20 mmol.I"* octan amdnny, pH 9,75
mobilna faza B ACN (100%)

MS/MS

napatie idbnového spreja +/- 4500 V
plynna koldna 40 psi
teplota zdroja 400 °C
pocet MRM prechodov =200

Tab. 12: Elucny gradient pre metabolomicku stadiu

& Pomer Pomer LIB [WEN
[n?.sn, ta] mobilnej mobilnej 100
mutal gize A [%]  faze B [%]
0,00 5 95 B
7,00 90 10 o
13,00 90 10
14,00 5 95
17,00 5 95
[ 1]

Obr. 11: Elu¢ny gradient pre metabolomicki
studiu
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Cielena lipidomicka analyza trvala 20 minut, priCom separacia sa uskutocCriovala
pomocou reverznej faze kolony C8 ACQUITY BEH® (2.1 x 100 mm, 1.7 um) na
zaklade hydrofébnych interakcii. Parametre a podmienky LC-MS/MS st opét’ zhrnuté

v Tab. 13. Gradientova elucia je naznacena v Tab. 14 a Obr. 12.

Tab. 13: Parametre LC-MS/MS pre lipidomicku analyzu

LC

nastrek 1 ul
prietok 0.35 ml/min
teplota kolony 55°C

ACN/H,0 (60:40) + 10 mmol.l"! octanu
mobilna faza A amoénneho

IPA/ACN (90:10) + 10 mmol 1" octanu
mobilna faza B amoénneho

MS/MS

napétie idbnoveho spreja +/- 4500 V
plynna kolona 40 psi
teplota zdroja 400 °C
pocet MRM prechodov 972

Tab. 14: Gradientova elucia pre lipidomicku Stadiu

Cas Pom-er - Pom-er o Y
[minita] n}obllnej mobilnej faze :
faze A [%] B [%] 100
0,0 68 32 8
1.5 68 32
1.5 15 85
15,6 3 97
18,0 3 97
18,1 68 32 £.00
20,0 68 32 i
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3.2.6 Ziskanie dat

V programe Sciex-OS bola vykonand poloautomaticka integracia ploch pikov
metabolitov a lipidov pre metabolomicku a lipidomikca §tadiu zvlast. Nasledne boli
integracie manualne kontrolované a doplnené. Na Obr. 13 je uvedeny priklad
integrovaného piku metabolitu (kreatinu/5aminolevilinatu) u vybranej kontrolnej vzorky

vlavo a pacienta s AD vpravo.

kreatin/Saminolevulinat kreatin/5aminolevulinat

[3.703

Intenzita

265 I

Oed

Intenzita
r
n
o

g X
30 3% 80 45 50

Retenény ¢as (min)

é\S"‘Q

30 3.4 ¥o a5 s0

Retenény &as (min)

Obr. 13: Integracia plochy pod pikom kreatinu/Saminolevulinatu u vybranej kontrolnej vzorky
(vlavo) a pacienta s AD (vpravo).

3.2.7 Spracovanie dat a Statisticka analyza

Metabolomické a lipidomické data boli spracované zvlast pomocou nasledujucich

pristupov.

Pre lipidomické data boli najskor pomocou programu RStudio skonstruované grafy
retenéného chovania lipidov pre overenie ich spravnej integracie. Na Obr. 14 je

znazorneny graf retencného chovania lipidov z lipidovej triedy fosfatidylcholinov.

Fosfatidylcholin

2
~
850 > i sci
P S . saturacia
st - 0
. L]
-~
- 1
800 - s
.
N
E —-- 3
4
750 ¥ — 5
i 6
g
= - 7

700 oo

retenény ¢as [min]

Obr. 14: Graf retenéného chovania lipidov z lipidovej triedy fosfatidylcholinov, ktory znazormuje
zavislost” m/z na retencnom case. Saturacia odpoveda poctu dvojitych vizieb na acylovych
retazcoch lipidove;j triedy fosfatidylcholinov.
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Nasledne ziskané metabolomické aj lipidomickeé data boli spracované prostrednictvom
programu RStudio s vyuzitim balika Metabol (https://github.com/AlzbetaG/Metabol).
V prvom kroku boli data podrobené interpolacii pomocou metédy LOESS (lokalne
vazena regresia), ¢o sluzi k odstraneniu systémovej chyby. Na Obr. 15 vlavo je
znazornena LOESS krivka (pre metabolit kreatinin) ur¢ena z QC alikvotov a vpravo je
znazorneny vysledok po aplikacii LOESS, kedy doSlo kurovnaniu vzoriek. Po
interpolacii doslo k spocitaniu variacného koeficientu (CV), ktory sa pocita z QC
alikvotov pre kazdy metabolit a lipid zvlast, pricom tie, ktoré mali CV viacsie ako 30 %
boli zo suboru dat odstranené. Nasledne boli metabolity a lipidy vztiahnuté na jednotlivé
interné Standardy, zvolené podla podobnosti chemickej Struktary (vid kapitola
4 Vysledky). Potom boli data spracované pomocou transformacie prirodzenym

logaritmom a centrované na nulova hodnotu.

Kreatinin Kreatinin
S
o 1 <
& |eaAD - 1AQC*
o CN 5 ® Vzorka
5 (aQC N
& 7| © LOESS krivka =
‘04” A , o .t i
A
5 A | Ao A, A s, ar T,
I = 5 vt s
3 i g
gs e RN E N .
S 3 M E
gk b2
A e . & %g 7
~ e .
2| as S
T4 A ¥,
A 0 o |
e 2
[ S
8 o3
o
5 2
°© T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Poradie meranej vzorky Poradie meranej vzorky

Obr. 15: Priklad inerpolacie metabolitu kreatininu (vlavo pred fiou a vpravo po nej).

Statisticka analyza pre metabolomicku a lipidomicku $tadiu bola vykonana pomocou
viacrozmernych ajednorozmernych pristupov. K tomu boli pouzité softvéry: RStudio,

SIMCA a GraphPad Prism.

Viacrozmerna Statisticka analyza sa rozdeluje na nesupervizované a supervizované
metody. Nesupervizovany pristup nerozpoznava, ktoré vzorky patria do akej skupiny, na
rozdiel od supervizovaného pristupu, ktory stouto informaciou pracuje a rozdeluje

vzorky do preddefinovanych skupin. Z nesupervizovanych metod bola aplikovana
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analyza hlavnych komponent (PCA —Principal Component Analysis) a zo
supervizovanych metod bola pouzitd diskrimina¢na analyza najmenSich Stvorcov
(PLS-DA - Partial Least Squares-Discriminant Analysis). Oba pristupy boli aplikované

zvlast na metabolomické a lipidomické data.

Nasledne bol uskuto¢neny Hotelling’s T2 test pre odhalenie odlahlych bodov
z datovych suborov metabolomiky a lipidomiky.

Pre overenie normality dat bol pre kazdu skupinu vzoriek ur¢eny Shapiro-Wilk test.
Pre vizualizaciu jednorozmerne;j Statistickej analyzy (p-hodnét a rozdielu medianov) boli

vyuzité: Volcano grafy, metabolické/lipidomické mapy a krabicové grafy.
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4 VYSLEDKY

4.1 Detegované metabolity a lipidy

Pomocou cielenej metabolomickej analyzy bolo vo vzorkach detegovanych celkovo
96 metabolitov. Iba jeden metabolit (pantotenat) mal CV vyssie ako 30 %, takze vysledny
pocet bol 95 metabolitov (Tab. 15). Detegované metabolity boli rozdelené do skupin:
acylkarnitiny (AC), aminy (AM), koenzymi (Co), puriny (Pur), pyrimidiny (Pyr),
aminokyseliny (AK) a ich derivaty (dAK), organické kyseliny (OK) a sacharidy (Sach).

Z toho bolo 60 metabolitov ionizovanych v pozitivnom maéde a 35 v negativnom mode.

Na Obr. 16 je znazorneny chromatogram zobrazujuci separacie metabolitov (podla

polarity), ktoré reprezentuju skupiny, do ktorych boli rozdelené.
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Obr. 16: Chromatogram predsatavujici seapraciu metabolitov prezentujucich jednotlivé skupiny
ciclenej metabolomickej analyzy, ktoré boli detegované v QC alikvote v pozitivnom aj
negativnom mode.
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Tab. 15: Zoznam 95 metabolitov detegovanych cielenou metabolomickou analyzou. V pripade
izomérov, ktoré pouzita metéda nebola schopna rozliSit, si nazvy a skratky metabolitov
uvedené s lomitkom.

. . . Interny , . Reten¢ny Q1 Q3
Nazov metabolitu Skratka Skupina Standard ESI mo6d Cas [min] [m4]  [mz)
butyryl-L-
karnitin/izobutyryl-L-  C4 AC C4_d3 pozitivny 2,90 232,20 85,10
karnitin
valeryl-L-
karnitin/izovaleryl-L-
karnitin/2- Cs AC C4_d3 pozitivny 2,80 246,20 85,10
metylbutyryl-L-
karnitin
2-metylbut-2-enoyl-L-
karnitin/3- .
metylkrotonyl-L- Cs5.1 AC C4_d3 pozitivny 2,86 244,20 85,10
karnitin
acetyl-L-kamnitin C2 AC C4_d3 pozitivny 3,23 204,10 85,10
2-trans-oktenoyl-L- (g AC C4 d3  pozitivny 2,67 286,20 85.10
karnitin -
4-cis-decenoyl-L- .

- C10.1 AC C4_d3 pozitivny 2,58 314,20 85,10
karnitin -

oktanoyl-L-karnitin C8 AC C4 d3 pozitivny 2,63 288,20 85,10
nonanoyl-L-karnitin C9 AC C4 d3 pozitivny 2,57 302,20 85,10
3-hydroxypropionyl-L- (g 5y AC  C4d3  portivny 2,90 234,10 85,10
carnitine -
glutaryl-L-karnitin/ 3-
hydroxyhexanoyl-L- C5.DC/C6.0H AC C4_d3 pozitivny 3,38 276,20 85,10
karnitin
sukcinyl-L-karnitin/3-
hydroxyisovaleryl-L-  C4.DC/C5.0H AC C4 d3 pozitivny 3,17 262,20 85,10
karnitin
hexanoyl-L-karnitin Co AC C4 d3 pozitivny 2,73 260,20 85,10
pimelyl-L-karnitin/ 3-
hydroxyoktanoyl-L- C7.DC/C8.0H AC C4 d3 pozitivny 2,86 85,10 3,20
karnitin
L-karnitin Co AC C4_d3 pozitivny 3,78 161,90 102,90
dekanoyl-L-karnitin C10 AC C4_d3 pozitivny 2,58 316,20 85,10
propionyl-L-karnitin C3 AC C4 d3 pozitivny 3,04 218,10 85,10
kreatinin kreatinin AM kreatin d3 pozitivny 2,65 113,90 86,00
mocovina mocovina AM kreatin_d3 pozitivny 2,24 61,00 44,00
spermin spermin AM kreatin_d3 pozitivny 3,13 203,90 138,00
kyselina mocové kyselina AM  kreatin d3 negativny 6,08 167,00 124,00

mocova
kreatin/ kreatin/ . -

5 aminolevulinat Snh2Levul AM kreatin d3 pozitivny 3,70 131,90 89,90

alantoin alantoin AM kreatin d3 negativny 3,47 156,90 114,10

41


http://C5.DC/C6.OH
http://C4.DC/C5.OH
http://C7.DC/C8.OH

Tab. 15 (pokracovanie): Zoznam 95 metabolitov detegovanych cielenou metabolomickou
analyzou. V pripade izomérov, ktoré pouzita metdoda nebola schopna rozlisit, su nazvy
a skratky metabolitov uveden¢ s lomitkom.

Nazov metabolitu ~ Skratka Skupina ;?:ﬁl(';:; d ESImod gfst?::lciz{ 3”14] 3:/7.]
O-fosfoetanolamin ~ EtOHNH,P AM kreatin d3 negativny 6,08 139,80 78,90
nikotinamid nikotinamid Co kreatin d3 pozitivny 1,52 122,90 79,90
riboflavin riboflavin Co kreatin d3 pozitivny 2,79 376,90 243,00
ISI;etyltetrahy drofolat SmTHF Co kreatin d3 pozitivny 6,73 460,00 313,00
adenozin Adenozin Pur kreatin d3 pozitivny 2,89 268,15 136,10
inozin Hr Pur kreatin d3 pozitivny 4,12 268,90 136,90
aminoimidazol

karboxamid ribozid AICAr Pur kreatin d3 pozitivny 3,15 259,10 110,00
(akadesin)

Ir\ill;f)o;gylglyc‘“md FGAr Pur kreatin_d3 negativny 3,01 233,00 143,10
5-metyltioadenozin  SmthioAr Pur kreatin d3 pozitivny 2,42 297,90 135,90
hypoxantin HX Pur kreatin d3 pozitivny 4,01 136,90 109,90
xantin X Pur kreatin d3 negativny 5,45 150,90 108,00
1-metylxantin ImX Pur kreatin d3 negativny 4,28 164,90 108,00
7-metylguanin 7mG Pur kreatin d3 negativny 3,06 164,00 106,10
cytidin Cr Pyr kreatin d3 pozitivny 3,25 244,00 111,90
pseudouridin pseuUr Pyr kreatin d3 negativny 3,59 242,80 153,00
uridin Ur Pyr kreatin d3 negativny 2,93 242,80 110,00
cytozin C Pyr kreatin d3 pozitivny 2,77 111,90 94,80
uracil U Pyr kreatin d3 negativny 2,64 110,95 42,10
L-glutamin GLN AK LEU d3  pozitivny 4,19 146,90 83,90
L-lyzin LYS AK LEU d3  pozitivny 4,84 146,90 83,90
L-prolin PRO AK LEU d3  pozitivny 3,82 115,90 69,90
L-tyrozin TYR AK LEU d3  pozitivny 4,15 181,90 136,00
L-arginin ARG AK LEU d3  negativny 4,46 173,04 131,10
L-serin SER AK LEU d3  pozitivny 4,35 105,80 60,00
L-aspartat ASP AK LEU d3  negativny 5,63 131,95 88,10
L-fenylalanin PHE AK LEU d3  pozitivny 3,69 165,90 119,90
L-tryptofan TRP AK LEU d3  pozitivny 3,84 204,90 145,80
Leizoleucin/L- ILE/aILE AK LEU d3  pozitivny 3.53 132,00 69.00
aloizoleucin

L-valin VAL AK LEU d3  pozitivny 3,69 117,90 72,10
L-metionin MET AK LEU d3  pozitivny 3,76 149,90 104,00
i'treoml,‘/ L- THR/hSER AK LEU d3 pozitivny 4.16 119,90 73,90
omoserin

L-histidin HIS AK LEU d3  pozitivny 4,38 155,90 110,00
L-leucin LEU AK LEU d3  pozitivny 3,71 132,00 43,00
L-asparagin ASN AK LEU d3  pozitivny 4,32 132,94 74,10
glycin GLY AK LEU d3  pozitivny 4,19 75,90 29,90
L-alanin/ f-alanin ~ ALA/bALA AK LEU d3  pozitivny 3,71 89,90 44,10
LZOb“tyrylgl,ycm/ ibutGLY/butGLY AK LEU d3  pozitivny 4,19 143,90 74,00
utyrylglycin

5-oxoprolin/ 50x0PRO/WPRO  AK LEU d3  pozitivny 4,19 129,90 83,90
L-homoprolin

L-omitin ORN AK LEU d3  pozitivny 4,83 132,90 115,60
taurin TAU AK LEU d3  negativiny 4,06 123,80 79,90
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Tab. 15 (pokracovanie): Zoznam 95 metabolitov detegovanych ciclenou metabolomickou
analyzou. V pripade izomérov, ktoré pouzita metéda nebola schopna rozlisit, su nazvy

a skratky metabolitov uveden¢ s lomitkom.

Nazov metabolitu Skratka Skupina ;1:::11('11;\1" d ESI mo6d ?;;t?::lc;{ Enl/z] 3131/z]
cholin cholin dAK LEU d3 pozitivny 4,25 104,30 60,00
L-citrulin citrulin dAK LEU d3 negativny 4,17 174,02 131,20
L-kynurenin kynurenin dAK LEU d3 pozitivny 3,72 208,90 93,90
3-indolepropanoat indoleProp dAK LEU d3 negativny 4,06 187,80 116,20
N.N-dimetylglycin/ N.NdimGLY/ s

22-dime ty?gfyzm > 2dimGLY dAK  LEU d3 pozitivny 3,83 103,90 58,00
iﬁzgﬁzggig SmHIS/ImHIS ~ dAK  LEU d3 pozitivny 4,00 169,90 123,90
homoarginin hARG dAK LEU d3 pozitivny 4,40 188,90 84,00
N-acetyl-L-alanin AcALA dAK  LEU d3 negativny 4.26 130,00 88,10
S-adenozyl-L- ArMET dAK  LEU d3 poztivny 4.08 399,01 250,10
metionin -

iﬁigﬁiﬂﬁig ImHIS3mHIS ~ dAK  LEU d3 pozitivny 4,40 169,90 96,00
4-hydroxy-L-prolin =~ ohPRO dAK LEU d3 pozitivny 3,97 132,00 68,00
N-acetylmetionin AcMET dAK LEU d3 negativny 3,87 189,90 141,90
L-cystin CYStin dAK LEU d3 pozitivny 6,05 240,90 151,80
laktat laktat OK LEU d3 negativny 4,35 88,90 43,00
2-hydroxybutanodt/. ., b0 onisobut OK LEU d3  negativy 403 102,90 57,00
2-hydroxyizobutanoat

pyruvat pyruvat OK LEU d3 negativny 7,27 86,93 43,10
leucinat leucinat OK LEU d3 negativny 3,70 130,80 84,70
suberat suberat OK LEU d3 negativny 7,25 172,90 111,00
2-hydroxyizovalerat ~ 2ohlsovaler OK LEU d3 negativny 3,81 116,90 71,10
2-hydroxyglutarat 20hGlutar OK LEU d3 negativny 7,25 146,90 128,90
1-metylnikotinat ImNikotat OK LEU d3 pozitivny 3,37 138,00 92,10
giﬁ;ﬁexaemvé DHA OK LEU d3 negativny 3.10 327,20 283,20
kyselina sialova kyselina sialovd  OK LEU d3 negativny 5,09 309,00 87,00
fukéza fukoza Sach LEU d3 negativny 2,88 162,80 59,10
galaktikol/ manitol galaktitol/manitol Sach LEU d3 negativny 3,27 180,80 100,80
arabitol/ ribitol arabitol/ribitol Sach LEU d3 negativny 3,06 150,90 71,00
myoinozitol myoinozitol Sach LEU d3 negativny 3,70 178,90 124,90
N-acetyl-D-glukozamin/

N-acetyl-D-galaktozamin/ AcHex6zy Sach LEU d3 pozitivny 3,12 221,90 138,10
N-acetyl-D-manozamin

Egg;‘:/ﬁi‘ggma/ i/lfé‘//l\s/&g Sach LEU d3 negativny 3.65 340,90 179,00
hexozy hexézy Sach LEU d3 negativny 3,38 178,90 88,90
D-glukonat glukonat ~ Sach  LEU d3 negativny 527 194,80 129.00
treonat treonat Sach LEU d3 negativny 5,06 135,00 75,10
D-glukuronat glukurondt Sach LEU d3 negativny 5,60 192,80 113,00

ESI, elektrosprej; Q1, m/z molekulového ionu; Q3, m/z produktového idnu; AC, acylkamitin;
AM, amin; Co, koenzym; Pur, purin; Pyr, pyrimidin; AK, aminokyselina; dAK, derivat
aminokyseliny; OK, organicka kyselina; Sach, sacharid.
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V lipidomickej studii bolo v meranych vzorkéach detegovanych 205 lipidov, pri¢om 16
lipidov malo CV nad 30 %, takze finalny pocet bol 189 lipidov (Tab. 16). Detegované
lipidy boli z 15 tried: vol'né mastné kyseliny (FA), fosfatidylinozitoly (PI), cholesterol,
cholesterol  estery (CE), ceramidy (Cer), hexozylceramidy (HexCer),
lyzofosfatidylcholiny (LPC), lyzofosfatidyletanolaminy (LPE), fosfatidylcholiny (PC),
fosfatidylcholiny s akyl/alkenyl éterovym substituentom  (PC(O-/P-)),
fosfatidyletanolaminy  (PE), fosfatidyletanolaminy s alkyl/akenyl éterovym
substituentom (PE(O-/P-)), sfingomyeliny (SM). Z toho bolo 16 lipidov ionizovanych

v negativnom mode a 173 lipidov bolo ionizovanych v pozitivnom mode.

Na Obr. 17 je znazorneny chromatogram pre jednotlivé lipidy, ktoré reprezentuju

vybrané lipidové kategorie, do ktorych boli rozdelené.
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Obr. 17: Chromatogram separacie lipidov prezentujacich vybrané lipidové triedy cielenej
lipidomickej analyzy detegované v QC alikvote v pozitivnom aj negativnom mode. CE,
cholesterol ester; Cer, ceramid; LPC, lyzofosfatidylcholin; LPE, lyzofosfatidyletanolamin;
PC, fosfatidylcholin; PE, fosfatidyletanolamin; PI, fosfatidylinozitol; SM, sfingomyelin.
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Tab. 16: Zoznam 189 lipidov detegovanych cielenou lipidomickou analyzou. Izomery su
oznacené rovnakym nazvom, ale za pomlc¢kou inym ¢islom.

Nézov lipidu Intern§ Standard  Trieda  ESIméd g‘*s“il‘:fl‘l‘g 811/:{] En‘?’/z]
FA 140 FA_18:1 d9 FA negativny 1,33 22720 22720
FA 150 FA_18:1 d9 FA negativny 148 24120 24120
FA 160 FA_18:1 d9 FA negativny 1,67 25520 2550
FA 16:1 FA_18:1 d9 FA negativny 143 25320 25320
FA 18:0 FA_18:1 d9 FA negativny 2.20 28330 28330
FA 18:1 FA_18:1 d9 FA negativny 1,80 28120 281.20
FA 1822 FA_18:1 d9 FA negativny 1,50 27920 279.20
PC(17:0_18:2) 15:0-18:1(d7)PC  PC negativy 646 816,59  279.23
PC(17:0_20:4) 15:0-18:1(d7) PC  PC negativny 642 84059  303.23
PE(18:0_20:4) 15:0-18:1(d7)PE  PE negativny 7.48 766.54  303.23
PE(18:0_22:4) 15:0-18:1(d7)PE  PE negativny 8,02 79457 331.26
PI(16:0_20:4) 15:0-18:1d7)PI  PI negativny 4.75 85752 303.23
PI(18:0_20:4) 15:0-18:1d7)PI  PI negativny 5.69 885.55 28330
PI(36:4) 15:0-18:1d7)PI  PI negativny 475 857.50  241.00
PI(38:4) 15:0-18:1d7)PI PI negativny .69 885.50  241.00
Cholesterol Cholesterol(d7) Cholesterol negativny 4,65 369,40 369,40
CE(16:0) 18:1 (d7) CE CE pozitivny 1257 64260  369.40
CE(16:1) 18:1 (d7) CE CE pozitivny 12.12 64060  369.40
CE(18:1) 18:1 (d7) CE CE pozitivny 12,60  668.60  369.40
CE(18:2) 18:1 (d7) CE CE pozitivny 12.18 66660  369.40
CE(20:4) 18:1 (d7) CE CE pozitivny 1187  690.60  369.40
CE(20:5) 18:1 (d7) CE CE pozitivny 1145 68860  369.40
CE(22:6) 18:1 (d7) CE CE pozitivny 1159 71460  369.40
Cer(d16:1/24:1) ~ C13 Ceramid-d7 (. pozitivny 8.94 62060 23620

(d18:1-d7/15:0)

Cer(d18:1/22:2) ((211158:(1:?32;%122-0%7 Cer pozitivny 9,43 61860 26430

) . C15 Ceramid-d7 ..

Cer(d18:1/24:1) (d18:1-d7/15:0) Cer pozitivny 9,57 648,60 264,30
) . C15 Ceramid-d7 ..

Cer(d18:2/24:1) (d18:1-d7/15:0) Cer pozitivny 9,01 646,60 262,20

C15 Ceramid-d7

HexCer(d18:1/22:1) (d18:1-d7/15:0) HexCer pozitivny 8,80 782,70 264,30
HexCer(d18:1/24:1) &111583337%231)7 HexCer  pozitiviy 9.02 81070 26430
LPC(15:0) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny 1,31 48230 184.10
LPC(16:0) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny  1.45 49630 18410
LPC(16:1) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny  1.26 49430 184.10
LPC(18:0) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny 1,85 52440 18410
LPC(18:1) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny 1,54 52240 18410
LPC(18:2) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny 131 52030 18410
LPC(20:1) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny 1,93 55040 184.10
LPC(20-3) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny 1.41 54640 18410
LPC(20-4) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny 1,30 54430 18410
LPC(22:6) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny 1,24 56830 18410
LPC(24:0) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny 437 608.50 18410
LPC(25:0) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny 491 62250 18410
LPC(26:0) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny  5.49 636.50 18410
LPC(26:1) 18:1 (d7) LPC LPC pozitivny 438 63450 18410
LPE(15:0) 18:1 (d7) LPE LPE pozitivny 1,33 44030 29930
LPE(18:0) 18:1 (d7) LPE LPE pozitivny 1,88 48230 34130
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Tab. 16 (pokracovanie): Zoznam 189 lipidov detegovanych cielenou lipidomickou analyzou.
Izomery su oznacené rovnakym nazvom, ale za poml¢kou inym ¢islom.

Nazov lipidu Interny Standard Trieda ESI méod g‘:‘;ﬁﬁﬁ; 3"1/1'] 3131/z]
LPE(18:2) 18:1 (d7) LPE LPE pozitivny 1,33 478.30 337,30
PC(28:0) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 5,08 678.50 184,10
PC(29:0) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 5,57 692,50 184.10
PC(30:0) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,05 706,50 184.10
PC(31:0) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,52 720,60 184,10
PC(32:0) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,98 734,60 184,10
PC(32:1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,29 732,60 184,10
PC(32:2) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 5,51 730,50 184,10
PC(33:0) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,42 748,60 184.10
PC(33:1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,73 746,60 184.10
PC(33:2) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 5,99 744,60 184,10
PC(34:0) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,86 762,60 184,10
PC@34:1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,18 760,60 184,10
PC(34:2) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,47 758,60 184,10
PC(34:3) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 5,78 756,60 184.10
PC(34:4) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 5,47 754,50 184.10
PC(@35:1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,61 774,60 184,10
PC(35:2) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,93 772,60 184,10
PC(35:4) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 5,95 768.60 184,10
PC(36:1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 8,05 788.60 184.10
PC(36:2) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,39 786,60 184.10
PC(36:3) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,73 784,60 184,10
PC(36:4-1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,43 782.60 184,10
PC(36:4-2) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 5,91 782.60 184,10
PC(36:5) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 5,76 780,60 184,10
PC(37:0) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 9,22 804,60 184.10
PC(37:3) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,18 798,60 184.10
PC(37:4) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,90 796,60 184,10
PC(38:0) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 9,59 818,70 184,10
PC(38:1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 8,75 816,60 184,10
PC(38:2) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 8,11 814,60 184,10
PC(38:3) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,64 812,60 184.10
PC(38:4-1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,35 810,60 184,10
PC(38:4-2) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,04 810,60 184,10
PC(38:5) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,61 808,60 184,10
PC(38:6-1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,14 806,60 184,10
PC(38:6-2) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 5,86 806,60 184.10
PC(40:1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 9,57 844,70 184.10
PC40:4) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,90 838,60 184,10
PC(40:5-1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,68 836,60 184,10
PC(40:5-2) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,32 836,60 184,10
PC(40:6) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 7,08 834,60 184,10
PC(40:7) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 6,31 832,60 184.10
PC@42:1) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 10,24 858,70 184.10
PC42:2) 15:0-18:1(d7) PC PC pozitivny 9,76 870,70 184,10
PC(0-30:0) 15:0-18:1(d7) PC PC (O-) pozitivny 6,66 692.60 184,10
PC(P-30:0) 15:0-18:1(d7) PC PC (P-) pozitivny 6,60 690,50 184,10
PC(0-32:0) 15:0-18:1(d7) PC PC (O-) pozitivny 7,54 720,60 184,10
PC(0-32:1) 15:0-18:1(d7) PC PC (O-) pozitivny 6,96 718,60 184,10
PC(P-32:0) 15:0-18:1(d7) PC PC (P-) pozitivny 7,49 718,60 184,10
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Tab. 16 (pokracovanie). Zoznam 189 lipidov detegovanych cielenou lipidomickou analyzou.

[zomery sit oznacené rovnakym nazvom, ale za pomlckou inym cislom.

Nazov lipidu Interny Standard Trieda ESI mo6d g‘:ﬁ;ﬁ{ 3111/7.] 3131/z]

PC(P-32:1) 15:0-18:1(d7) PC PC(P-)  poztivny 6,88 716,60 184,10
PC(0-33:4) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 5,78 726,50 184,10
PC(0-34:0) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 841 74860 184,10
PC(0-34:1) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 7,70 74660 184,10
PC(0-34:2) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 7,04 74460 184,10
PC(P-34:1) 15:0-18:1(d7) PC PC(P-)  poztivny 7,67 74460 184,10
PC(P-34:2) 15:0-18:1(d7) PC PC(P-)  poztivny 6,96 742,60 184,10
PC(0-36:0) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 9,18 776,70 184,10
PC(0-36:1) 15:0-18:1(d7) PC PC(0O-)  poztivny 8,52 77460 184,10
PC(0-36:2) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 7,86 772,60 184,10
PC(P-36:1) 15:0-18:1(d7) PC PC(P-)  poztivny 8,50 772,60 184,10
PC(P-36:2) 15:0-18:1(d7) PC PC(P-)  poztivny 7,79 770,60 184,10
PC(0-36:4) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 7,00 76860 184,10
PC(P-36:4) 15:0-18:1(d7) PC PC(P-)  poztivny 6,89 766,60 184,10
PC(0-38:1) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 9,21 802,70 184,10
PC(0-38:2) 15:0-18:1(d7) PC PC(0O-)  poztivny 8,60 800,70 184,10
PC(0-38:4) 15:0-18:1(d7) PC PC(0O-)  poztivny 7,89 79660 184,10
PC(0-38:5) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 7,12 79460 184,10
PC(P-38:4) 15:0-18:1(d7) PC PC(P-)  poztivny 7,79 79460 184,10
PC(0-38:6) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 6,69 792,60 184,10
PC(P-38:5) 15:0-18:1(d7) PC PC(P-)  poztivny 7,02 792,60 184,10
PC(P-38:6) 15:0-18:1(d7) PC PC(P-)  poztivny 6,59 790,60 184,10
PC(0-40:1) 15:0-18:1(d7) PC PC(0O-)  poztivny 9,87 830,70 184,10
PC(0-40:4) 15:0-18:1(d7) PC PC(0O-)  poztivny 8,72 82470 184,10
PC(0-40:6) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 7,61 820,60 184,10
PC(P-40:6) 15:0-18:1(d7) PC PC(P-)  poztivny 7,50 818,60 184,10
PC(0-42:2) 15:0-18:1(d7) PC PC(0O-)  poztivny 9,99 856,70 184,10
PC(0O-42:4) 15:0-18:1(d7) PC PC(0O-)  poztivny 9,48 852,70 184,10
PC(0-42:5) 15:0-18:1(d7) PC PC(0-)  poztivny 8,71 850,70 184,10
PE(34:1) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 7,32 718,50 577,50
PE(36:1) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 8,18 746,60 605,60
PE(36:2) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 7,50 744,60 603,50
PE(36:4) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 6,57 740,50 599,50
PE(38:3) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 7,76 770,60 629,60
PE(38:4-1) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 7,49 768,60 627,50
PE(38:4-2) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 7,17 768,60 627,50
PE(38:5) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 6,74 766,50 625,50
PE(38:6) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 6,28 764,50 623,50
PE(40:4) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 8,03 796,60 655,60
PE(40:5) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 7,81 794,60 653,60
PE(40:6) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 7,21 792,60 651,50
PE(40:7) 15:0-18:1 (d7) PE PE pozitivny 6,45 790,50 649,50
PE(P-16:0/18:1) 15:0-18:1 (d7) PE PE (P-) pozitivny 7,84 702,50 364,00
PE(P-18:0/18:1) 15:0-18:1 (d7) PE PE (P-) pozitivny 8,66 730,60 392,00
PE(P-18:1/18:1) 15:0-18:1 (d7) PE PE (P-) pozitivny 7,94 728,60 390,00
PE(P-16:0/20:4) 15:0-18:1 (d7) PE PE (P-) pozitivny 7,06 724,50 364,00
PE(0-38:4) 15:0-18:1 (d7)PE ~ PE(O-)  pozitivny 7,74 75460 613,60
PE(P-16:0/22:4) 15:0-18:1 (d7) PE PE (P-) pozitivny 7,66 752,60 364,00
PE(P-18:0/20:4) 15:0-18:1 (d7) PE PE (P-) pozitivny 7,95 752,60 392,00
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Tab. 16 (pokracovanie). Zoznam 189 lipidov detegovanych cielenou lipidomickou analyzou.
Izomery sit oznacené rovnakym nazvom, ale za poml¢kou inym ¢islom.

Nazov lipidu Interny Standard Trieda ESI méd glest?::lc;{ 3”1/‘1] 3131/z]

PE(O-38:6) 15:0-18:1 (d7) PE PE (O-) pozitivny 6,86 750,50 609,50
PE(P-18:1/20:4)  15:0-18:1 (d7) PE PE (P-) pozitivny 7,19 750,50 390,00
PE(P-16:0/22:6)  15:0-18:1 (d7) PE PE (P-) pozitivny 6,76 748,50 364,00
PE(0O-40:4) 15:0-18:1 (d7) PE PE (O-) pozitivny 8,56 782.60 641,60
PE(P-18:0/22:4)  15:0-18:1 (d7) PE PE (P-) pozitivny 8,48 780,60 392,00
PE(O-40:6) 15:0-18:1 (d7) PE PE (O-) pozitivny 7,76 778.60 637,60
PE(P-18:0/22:6)  15:0-18:1 (d7) PE PE (P-) pozitivny 7,67 776,60 392,00
PE(P-18:1/22:6)  15:0-18:1 (d7) PE PE (P-) pozitivny 6,88 774,50 390,00
SM(d30:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 4,05 647,50 184,10
SM(d30:2) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 3,28 645,50 184,10
SM(d31:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 4,51 661,50 184,10
SM(d32:0) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 5,36 677,60 184,10
SM(d32:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 5,02 675,50 184,10
SM(d32:2) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 4,19 673,50 184,10
SM(d33:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 5,52 689,60 184,10
SM(d33:2) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 4,68 687,50 184,10
SM(d34:0) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 6,34 705,60 184,10
SM(d34:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 6,01 703,60 184,10
SM(d18:1/16:0) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 6,01 703,58 264,27
SM(d34:2) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 5,19 701,60 184,10
SM(d35:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 6,53 717,60 184,10
SM(d36:0) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 7,30 733,60 184,10
SM(d36:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 7,00 731,60 184,10
SM(d36:2) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 6,22 729.60 184,10
SM(d38:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 7,93 759.60 184,10
SM(d38:2) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 7,22 757,60 184,10
SM(d39:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 8,49 773,70 184,10
SM(d39:2) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 7,78 789,70 184,10
SM(d40:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 8,80 787,70 184,10
SM(d40:2) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 8,15 785,70 184,10
SM(d40:3) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 7,27 783,60 184,10
SM(d18:0/22:3) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 7,17 783,64 266,28
SM(d41:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 9,21 801,70 184,10
SM(d41:2) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 8,59 799,70 184,10
SM(d42:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 9,58 815,70 184,10
SM(d18:1/24:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 9,58 813,68 264,27
SM(d42:3) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 8,12 811,70 184,10
SM(d42:4) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 7,41 809,70 184,10
SM(d42:5) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 6,13 807,60 184,10
SM(d43:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 9,89 829,70 184,10
SM(d43:2) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 9,08 827,70 184,10
SM(d44:1) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 10,25 843,70 184,10
SM(d44:2) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 9,49 841,70 184,10
SM(d44:3) 18:1 (d9) SM SM pozitivny 8,91 839,70 184,10

ESI, elektrosprej; Q1, m/z molekulového i6nu; Q3, m/z produktového i6nu; FA, vol'na mastna
kyselina; PI, fosatidylinozitol; CE, cholesterol ester; Cer, ceramid; HexCer, hexozylceramid;
LPC, lyzofosfatidylcholin; LPE, lyzofosfatidyletanolamin, PC, fosfatidylcholin; PC (O-/P-),
fosfatidylcholin s akyl/alkenyl  éterovym  substituentom; PE, fosfatidyletanolamin;
PE (O-/P-) fosfatidyletanolamin s alkyl/akenyl éterovym substituentom; SM, sfingomyelin.
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4.2 Viacrozmerna Statisticka analyza

4.2.1 Vyhodnotenie AD pacientov a kontrol

Pomocou nesupervizovane] metody PCA (Obr. 18) metabolomickych a lipidomickych
dat, nedoslo k uplnému rozdeleniu vzoriek do skupin: AD pacientov a kontrol (CN).
Vzorky obidvoch skupin sa prevazne prekryvali, avSak ich Ciastocnd separacia bola
zrejma predovSetkym u metabolomiky avmalej miere ulipidomickych dat.
V metabolomickej analyze wvyS$li hodnoty hlavnych komponent: PC1l- 279 %;
PC2- 11,4 % aich sucet bol - 39,3 %. V lipidomickej analyze vysli hodnoty hlavnych
komponent nasledovne: PC1: 36,9 %; PC2: 11,0 % a sucet: 50,6 %.

61 > BAD
| o . BCN
. o
° 4 ¢ o
® e
|® (] ( J
2 ® ® ® ) ® ..
N : i
s o o © R ®
< o o & 2 % & o
=0 s ¢ o = e o °
' @ v 01 & ~
& e o ® " 8. Ll o
2 ® [}
[ ] .. ®
°® o 4 ®
4 | ®
o
-6
[}
i8 -6 -4 2 0 2 4 6 8 -10 5 0 5 10
PC1 - 27,9 %; Siucet - 39,3 % PC1 - 39,6 %; Suéet - 50,6 %

Obr. 18: Nesupervizovana analyza hlavnych komponent (PCA) metabolomickych (vIavo)
a lipidomickych (vpravo) dat pacientov s Alzheimerovou chorobou (AD - cervena)
porovnanych s kontrolnymi vzorkami (CN - modra).
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Supervizovanou metédou PLS-DA (Obr. 19), na rozdiel od tej nesupervizovanej,
doslo kjasnému rozdeleniu vzoriek AD pacientov a kontrol do jednotlivych skupin
v pripade metabolomickej (vl'avo) aj lipidomickej analyzy (vpravo). Vzorky skupin sa
vzajomne neprekryvali. U Studovanych skupin ide teda predpokladat, ze boli rozdielne
podla rozdielneho metabolického a lipidového profilu. Hodnoty hlavnych komponent
boli pre metabolomiku: PC1- 25,9 %; PC2- 7,78 % a ich sucet- 33,68 % a pre lipidomiku:
PC1- 35,4 %; PC2- 9,07 % a ich sudet- 44,47 %.
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Obr. 19: Supervizovana diskrimina¢na analyza najmensSich stvorcov (PLS-DA) metabolomickych
(vlavo) alipidomickych (vpravo) dat pacientov s Alzheimerovou chorobou (AD - Cervenad)
porovnanych s kontrolnymi vzorkami (CN - modra).
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Hotelling’s T2 testom boli urené podozrivo odlahlé (>95%) a odl'ahlé vzorky
(>99%). Pre cieleni metabolomicku analyzu boli vzorky AD 19 a AD 11 ako podozrivo
odl'ahlé a vzorka AD 13 ako odl'ahla (Obr. 20a). Pre cielenu lipidomicku analyzu vysla
vzorka AD 11 ako podozrivo odl'ahla (Obr. 20b).
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Obr. 20: Hotelling’s T2 test pre metabolomicki (a) a lipidomicku (b) analyzu vzoriek pacientov
s AD akontrol. Na ose y je znazomeny rozsah T2 ana ose poradie Studovanych vzoriek.
Vzorky s vrcholmi piku nad Zltou ¢iarou (95%) boli podozrivo odl'ahlé a nad ¢ervenou iarou
(99%) boli hodnotené ako odl'ahlé.
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Pre vyhodnotenie, ¢i iSlo skutocne o podozrivo odlahlé a odlahlé vzorky boli
podrobne prehl'adané dostupné klinické informacie o skimanych subjektoch. Vsetky
udaje boli zhrnuté¢ do prilohového materialu (Priloha 1). U pacientky AD 19 neboli
zistené ziadne abnormality, ktoré by mohli mat’ vplyv na zmeny metabolmu a lipidomu
AD. Oproti tomu pacientka so vzorkou AD 11 mala najniz§ie BMI (17) a odl'ahla vzorka
AD 13 patrila pacientke s najvyssim vekom (92 rokov) ztejto Stadie. Metabolizmus
tychto pacientiek mohol byt ¢iasto¢ne ovplyvneny. Vplyv BMI a veku na metabolizmus

uz bol Studované (Yu et al., 2012; Moore et al., 2014; Carlsson et al., 2021).

Z tohto dbévodu bolo §tidium metabolomu a lipidomu pacientov s AD rozSirené
o sledovanie vplyvu pohlavia, veku a BMI. Vzorky boli pre Statistickil analyzu rozdelené
mimo AD a CN skupin naviac podla tychto kritérii. Na zaklade tychto rozdeleni
a preskimani viacrozmernej a jednorozmernej analyzy, neboli pozorované ziadne
vyznamné zmeny podla veku a BMI. Preto boli vzorky AD 11 a AD 13 ponechané

v povodnom subore dat.

Na druht stranu pri rozdeleni vzoriek podla pohlavia dochadzalo k rozdeleniu
metabolomu a lipidomu medzi zeny a muzov s AD. Z toho dévodu su nasledujuce
vysledky a diskusia zamerané na porovnanie zmien medzi AD pacientov s kontrolami

prislusného pohlavia.
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4.2.2 Vyhodnotenie AD pacientov a kontrol rozdelenych podla

pohlavia
Vzorky boli rozdelené podl'a pohlavia nasledovne: zeny s AD (AD.zeny), muzi s AD
(AD.muzi), zeny kontroly (CN.zeny) a muzi kontroly (CN.muzi).

Prostrednictvom nesupervizovanej metody PCA (Obr. 21) v metabolomikej Studii
doslo k ¢iastocnému oddeleniu vzoriek zien s AD od zien kontrol a takisto aj muzov s AD
od muzov kontrol. V lipidomickej §tadii sa opat’ Ciastocne delili AD zeny od CN Zzien
a AD muzi od CN muzov. Hodnoty hlavnych komponent pre cieleni metabolomicka
analyzu vysli: PC1- 28,1 %; PC2- 11,6 % a ich sucet- 39,7 % a pre cielent lipidomicka
analyzu: PC1- 39,3 %; PC2- 11 % s ich suctom- 50,3 %.
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Obr. 21: Nesupervizovana metoda PCA metabolomickych (vIavo) a lipidomickych (vpravo) dat
zien s Alzeimerovou chorobou (AD.zZeny - ¢erveny kruh), muzov s Alzheimerovou chorobou
(AD.muzi - ¢ervena hviezda), Zenskych kontrolnych vzorick (CN.Zeny - modry kruh)
a muzskych kontrolnych vzoriek (CN.muzi - modra hviezda).
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Za pouzitia supervizovane] analyzy PLS-DA (Obr. 22) metabolomickych dat doslo
k vyraznejSiemu oddeleniu zien s AD od Zenskych kontrolnych vzoriek a muzov s AD od
muzskych kontrolnych vzoriek. V lipidomickych datach doslo k ¢iastocnému oddeleniu
AD muzov a CN muzov, avSak u zenskych vzoriek doslo iba k nepatrnému oddeleniu AD
pacientiek a kontrol. Hodnoty hlavnych komponent boli pre metabolomiku: PC1-27,6 %;
PC2- 8,75 % aich sucet- 36,35 % a pre lipidomiku: PC1-37,2 %; PC2- 9,73 % aich
sucet- 46,93 %.
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Obr. 22: Supervizovana metoda PLS-DA metabolomickych (vlavo) a lipidomickych (vpravo) dat
zien s Alzeimerovou chorobou (AD.zZena - Cerveny kruh), muzov s Alzheimerovou chorobou
(AD.muz - ¢ervena hviezda), zZenskych kontrolnych vzorieck (CN.Zena-modry kruh)
a muzskych kontrolnych vzoriek (CN.muz - modra hviezda).
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4.3 Jednorozmerna Statistickd analyza
Podl'a Shapirov-Wilk testu normality nemala ani jedna zo skupin normalne rozdelenie.
Preto bol pouzity Wilcoxon test, z ktorého p-hodnota <0,05 znalila signifikantny

metabolit/lipid.

4.3.1 Vyhodnotenie AD pacientov a kontrol rozdelenych podla

pohlavia
Pre vizualizaciu vysledkov cielenej metabolomickej/lipidomickej analyzy a porovnania
zmien na urovni konkrétnych metabolitov/lipidov medzi AD pacientami a kontrolami
(zien amuzov zvlast) boli vytvorené Volcano grafy (Obr. 23 a Obr. 27), kde su

znazornené iba vyznamne ovplyvnené analyty.

4.3.1.1 Vysledky cielenej metabolomickej analyzy

Z cielenej metabolomickej studie vySlo u zien s AD oproti kontrolam celkovo 22
signifikantne zvySenych metabolitov (Obr. 23a). Boli medzi nimi aminokyseliny a ich
derivaty: VAL, ASN, LYS, HIS, ILE/aILE, PHE, MET, TRP, THR/hSER, hARG,
ohPRO, cystin, N,N-dimetylglycin/2,2-dimetylglycin, citrulin, aminy a organické
kyseliny (kreatin/5SnhLevul, pyruvat, 2ohGlutar, 2ohBut/2ohlsobut, DHA);, dva
acylkarnitiny: C9, CO a AcHex0zy patrili k sacharidom. Tieto metabolity boli zhrnuté do
tabulky a zoradené podl'a p-hodnoty (Tab. 17).

Metabolém muzov s AD bol oproti kontrolam vyznamne ovplyvneny zvySenymi
hladinami 12 metabolitov (Obr. 23b). Jednalo sa o aminokyseliny a aminy: ALA/bALA,
TAU, mocovina, alantoin, kreatinin, kreatin/Snh2Levul; acylkarnitiny a sacharidy
C5.DC/C6.0H, galaktitol/manitol, glukuronat a pyrimidinové metabolity: C, pseuUr.
Metabolity su opit’ zoradené v tabulke (Tab. 18).
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Obr. 23: Volcano grafy porovnavajuce zmeny v hladinach metabolitov pre zeny s AD (a) a muzov
s AD (b) s prislusnymi CN skupinami. Osa y odpoveda zapomému logaritmu p-hodnét a osa
x predstavuje rozdiel medianov. Cervenym trojuholnikom st vyznadené metabolity, ktoré mali
zvysSené hladiny.
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Tab. 17: Zoznam signifikantnych metabolitov Tab. 18: Stthm vyznamnych metabolitov

pre zeny s AD v porovnani s kontrolami pre muzov s AD v porovnani kontrolami
zoradené podl'a p-hodnoty. zoradené podl'a p-hodnoty.
metabolit p-hodnota rOZd.l ?l metabolit p-hodnota rOZd.l ?l
medianov medianov
VAL 0,001 0,422 glukuronat 0,0006  0,5919
ASN 0,001 0,280 C 0,0023 0,5405
hARG 0,001 0,278 kreatin/
NNdimGLY/ X Snh2Levul 0,0061  0,1807
2.2dimGLY o naT galaktitol/
X20hGlutar 0,005 0,199 manitol 0,0061 0,244
LYS 0,007 0,225 pseuUr 0,0136  0,3030
HIS 0,007 0,307 ALA/bALA 0,0268 02254
DHA 0,007 0,309 suberat 0,0365  0,2261
ILE/aILE 0,009 0,449 TAU 0.0365 03133
PHE 0,012 0,276
C9 0,020 0,632 C5.DC/C6.0H 0,0485 0,2182
MET 0,020 0,234 mocovina 0,0485 03627
THR/ASER 0,020 0,307 alantoin 00485  0.5784
citrulin 0,020 0,382 kreatinin 00485  0.1603
CY Stin 0,020 0,409
Co 0,026 0,257
TRP 0,033 0312
kreatin/5Snh2Levul 0,041 0,077
ohPRO 0,041 0,362
X2ohBut/2ohlsobut 0,041 0,284
pyruvat 0,041 0,249
AcHexozy 0,041 0.172

Okrem toho boli vytvorené aj metabolomické mapy pre zeny (Obr. 24) a pre muzov
(Obr. 25) s AD porovnané s CN skupinami, kde boli okrem vyznamnych zmien
vizualizované vSetky zmeny. Velkost bubliny znamena vyznamnost (¢im vac§ia bublina,
tym viacsia hodnota zaporného logaritmu p hodnoty) a farba bubliny znaci zmenu v
rozdiely medianu (Cervend je zvySend hladina a modra znizend) pre pacientov s AD v

porovnani s kontrolami.
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Obr. 25: Metabolomicka mapa vizualizovana pomocou p-hodnoty a rozdielu medianov (vid’ legenda), ktora porovnava metabolicky profil muZov s AD
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puriny; Pyr, pyrimidiny; Sach, sacharidy.
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Dalej boli skonstruované krabicové grafy pre vyznamné metabolity, ktoré st
diskutované vramci kapitoly 5 Diskusia (Obr. 26). V krabicovych grafoch boli
vizualizované rozdiely v hladinach metabolitov medzi skupinami AD pacientov a kontrol

rozdelenych na pohlavia.
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Obr. 26: Krabicové grafy pre vybrané¢ vyznamné metabolity, diskutované v kapitole 5 Diskusia.

60



4.3.1.2 Vysledky cielenej lipidomickej analyzy

V cielenej lipidomickej §tudii vysli u zien s AD v porovnani s kontrolami 2 vyznamne
zvysené lipidy: CE (20:4) a SM (d39:2) (Obr. 27a a Tab. 19). Muzi s AD v porovnani
s kontrolami mali signifikantne zvySenych 15 lipidov. Jednalo sa o glycerolfosfolipidy:
PI (36:4), PC (34:3), PC (35:2), PC (0-32:0), PC (P-32:0), PC (0-34:2), PC (0-36:4),
PC (P-36:4), PC (0-38:2), PC (P-38:4), PC (P-38:6), PC (0-40:1) a jeden cholesterol
ester CE (22:6) a jeden sfingomyelin SM (d44:1) (Obr. 27b a Tab. 20).

Znovu boli pre posudenie chovania kazdého lipidu vytvorené aj lipidomické mapy ako
pre zeny s AD (Obr. 28), tak pre muzov s AD (Obr. 29) v porovnani s kontrolami.
Rovnako ako v metabolomickych, tak aj v lipidomickych mapach velkost bubliny
znacila p-hodnotu (¢im vécSia bublina, tym vyznamne;jsi lipid) a farba bubliny zmenu
v rozdiely medianu (Cervena je zvysena hladina a modra znizena pre pacientov s AD

v porovnani s kontrolami).
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Obr. 27: Volcano grafy porovnavajuce zmeny v hladinach lipidov pre Zeny s AD (a) a muzov
s AD (b) s prislusnymi CN skupinami. Osa y odpoveda zapomému logaritmu p-hodnét a osa
x predstavuje rozdiel medianov. Cervenym trojuholnikom st vyznadené lipidy, ktoré mali
zvySené hladiny. FA, volna mastna kyselina; CE, cholesterol ester; PC, fosfatidylcholin; PC

(O/P), fosfatidylcholin s akyl/alkenyl éterovym substituentom; SM, sfingomyelin.
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Tab. 19: Zoznam vyznamnych lipidov Tab. 20: Sthm vyznamnych lipidov

pre zeny s AD v porovnani pre muzov s AD v porovnani
s kontrolami zoradené podla s kontrolami zoradené podla
p-hodnoty p-hodnoty
.. Rozdiel
Lipid p-hodnota ﬁ(z;ij;llov Lipid p-hodnota medidnoy
PC (P-36:4) 0,004 0,259
CE (20:4) 0,015 0,485 PC (P-32:0) 0,007 0,284
SM (d39:2) 0,023 0,337 PC (0-34:2) 0,009 0331
, CE (22:6) 0,019 0,402
CE, cholesterol ester; SM, sfingomyelin. SM (d44:1) 0.019 0335
PI (36:4) 0,019 0,192
PC (P-38:4) 0,027 0,292
PC (34:3) 0,027 0.687
PC (0-38:2) 0,027 0.607
PC (35:2) 0,037 0,395
PC (0-36.4) 0,040 0,226
PC (0-32:0) 0,045 0,194
PC (P-38:6) 0,045 0,375
PC (0-40:1) 0,049 0,387

FA, volna mastna kyselina; CE, cholesterol
ester; PC, fosfatidylcholin; PC (O/P),
fosfatidylcholin s akyl/alkenyl éterovym
substituentom; SM, sfingomvelin.
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Velkost bubliny : -log (p-hodnota)

Farba bubliny : rozdiel medianov
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Obr. 28: Lipidomicka mapa vizualizovana pomocou p-hodnoty a rozdielu medianov (vid’ legenda), ktora porovnava lipidomicky profil
zien s AD v porovnani s kontrolami. FA, vol'na mastna kyselina; CE, cholesterol ester; Cer, ceramid; HexCer, hexozylceramid;
GPL, glycerolfosfolipid LPC, lyzofosfatidylcholin; LPE, lyzofosfatidyletanolamin; PC, fosfatidylcholin; PC (O/P),
fosfatidylcholin s akyl/alkenyl éterovym substituentom; PE, fosfatidyletanolamin; PE (O/P) fosfatidyletanolamin s alkyl/akenyl
éterovym substituentom; SM, sfingomyelin; SP, sfingolipid.
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Obr. 29: Lipidomicka mapa vizualizovanad pomocou p-hodnoty a rozdielu medianov (vid’ legenda), ktora porovnava lipidomicky
profil muzov s AD v porovnani s kontrolami. FA, volna mastna kyselina; CE, cholesterol ester; Cer, ceramid; HexCer,
hexozylceramid; GPL, glycerolfosfolipid LPC, lyzofosfatidylcholin; LPE, lyzofosfatidyletanolamin; PC, fosfatidylcholin;
PC (O-/P-), fosfatidylcholin s akyl/alkenyl éterovym substituentom; PE, fosfatidyletanolamin; PE (O-/P-) fosfatidyletanolamin
s alkyl/akenyl éterovym substituentom; SM, sfingomyelin; SP, sfingolipid.
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Krabicové grafy (Obr. 30) boli vytvorené pre zastupcov lipidovych tried, ktoré su
komentované v nasledujucej kapitole (vid kapitola 5 Diskusia). Ostatné vyznamné lipidy

z danej lipidove;j triedy vykazovali rovnaké trendy ako zastupcovia tychto tried.
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Obr. 30: Krabicové grafy pre vybranych zastupcov lipidovych tried, diskutovanych v ramci
kapitoly 5 Diskusia. CE, cholesterol ester; PC, fosfatidylcholin, PC (O-/P-) fosfatidylcholin s
alkyl/alkenyl éterovym substituentom; SM, sfinogmyelin.
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S DISKUSIA

Tato diplomova praca sa zameriava na cieleni metabolomickt a lipidomicku §tadiu
vzoriek mozgovomieSneho moku pacientov s Alzheimerovou chorobou. Boli zistené

metabolity a lipidy vyznamné pre zeny a muzov trpiacich AD v porovnani s kontrolami.

V cielenej metabolomickej §tadii bolo celkovo detegovanych 95 metabolitov
a v cielenej lipidomickej analyze 189 lipidov. U tychto metabolitov a lipidov bola
vykonana viacrozmerna a jednorozmerna Statisticka analyza. Najskor bola aplikovana
nesupervizovana metdoda PCA a po nej supervizovana metoda PLS-DA na vzorky zo
skupin AD pacientov a kontroly. Nesupervizovanou metédou PCA doslo iba
k ¢iastoénému oddeleniu vzoriek do tychto skupin, avSak supervizovanou metddou
PLS-DA sa vzorky rozdelili medzi stanovené skupiny. Nasledovalo rozsirenie §tadie,
spojené s rozdelenim vzoriek mimo AD a CN skupiny naviac podl'a pohlavia, pre urcenie
rozdielu v metaboléome alipidome patologickych a zdravych jedincov. V cielenej
metabolomike bolo z vysledkov mozné pozorovat Ciastocné delenie vzoriek zien s AD
od CN zien a muzov s AD od CN muzov. V PLS-DA doslo k tplnému oddeleniu tychto
skupin. V cielenej lipidomickej analyze sa prostrednictvom PCA aj PLS-DA c¢iastocne
oddelili AD muzi od muzskych kontrolnych vzoriek, av§ak u Zenského pohlavia doslo

iba k nepatrnému oddeleniu podl'a ochorenia.

Z jednorozmerného pristupu vramci cielenej metabolomickej Stadie boli u AD
pacientov oproti kontrolam detegované signifikantné metabolity zo skupin: acylkarnitiny,
aminy, pyrimidiny, aminokyseliny aich derivaty, organické kyseliny a sacharidy.
Pomocou cielenej lipidomiky bolo detegovanych niekol’ko signifikantnych zmien aj
v lipidome, pri€om iSlo o vyznamne zvySené hladiny niektorych lipidovych tried: CE,
SM, PC a PC (O-/P-). Dalej boli objavené rozdiely aj v metabolome a lipidome medzi
pohlaviami pacientov s AD v porovnani s prislusnymi kontrolami. Tento poznatok
potvrdzuju aj iné §tadie jednak u zdravych jedincov, ale aj u pacientov s Alzheimerovou
chorobou (Czech et al., 2012, Krumsiek et al., 2015; Van der Velpen, 2019; Xu et al.,
2021).
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Okrem zistenych zmien hladin metabolitov a lipidov je potrebné zmienit mozné
poskodenie hematolikvorovej bariéry, ktoré priamo ovplyviovalo zlozenie CSF pri AD.
Jednak bol pravdepodobne naruseny transport niektorych metabolitov cez bariéru, ale aj
dochadzalo kuvolfiovaniu lipidov zjej membrany. Existuje niekolko moznych
vysvetleni. PoSkodenie tejto bariéry mohlo byt okrem iného spdsobené oxidaénym
stresom, sposobujucim oxidaciou transportérov v choroidnych epitelovych bunkach.
Dalfou moznostou mohlo byt zvysenie paracelularného transportu, tym e AP42
oligoméry spustali kaskadu reakcii, ktoré mali podiel na poskodeni tesnych spojov medzi
choroidnymi epitelovymi bunkami (Perez-Gracia et al., 2009; Brkic et al., 2015).
V neposlednej rade sa mohol p-tau protein zhlukovat' vo fenestrovanych kapilarach
choroidného plexu €o najpravdepodobnejSie spdsobilo zmeny v transporte metabolitov

z tychto kapilar do CSF (Raha-Chowdhury et al., 2019).

Z hladiska metabolomu bolo najviac signifikantnych zmien sledovanych
u aminokyselin. Napriklad bola zistena vyznamne zvySend hladina metioninu
u pacientiek s AD v porovnani s kontrolami (Obr. 26). ZvySena hladina tohto metabolitu
uz bola v CSF AD pacientov pozorovana (Kaddurah-Daouk et al., 2013). Tento
patologicky jav mohol suvisiet’ so znizenou aktivitou cholinacetyltransferasy a znizenym
mnozstvom acetylcholinu, ¢o uz bolo taktiez preukazane v spojitosti s AD (Richter et al.,
1980). Na zaklade toho mohlo dochadzat’ k akumulacii cholinu (Sims et al., 1983). Hoci
hladina cholinu nebola vyznamne zmenena, cholin sa pravdepodobne metabolizoval na
metionin v jedno-uhlikovom metabolizme spojeného s folatovym cyklom. Najskor z
cholinu za ucasti enzymu cholinoxidasy (EC 3.1.1.27) wvznika betain, zneho
prostrednictvom  enzymu  betainhomocysteinmetyltransferasy (EC 2.1.1.5) je
produkovany metionin a dimetyl-glycin, ktory mal taktiez zvySenu hladinu u pacientiek

s AD v porovnani s kontrolami.

Jednou zo silne zasiahnutych biochemickych drah u AD pacientov (muzov aj zien) bol
metabolizmus aminokyseliny argininu (Obr. 31) aj ked samotny arginin nevykazoval
signifikantné zmeny. Medzi patologické procesy, ktoré prebehli priamo v tejto Casti

metabolizmu patrili zmeny v kreatinovej drahe a jednej z reakcii mocovinového cyklu.
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EC 2.7.3.2 zvy$ené u obidvoch pohlavi
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zvysSené u zien s AD
Spontanne B ,
B Detegované a vyznamne
| zvysené u muzov s AD

bez vyznamnej zmeny

Obr. 31: Metabolické drahy ovplyvnené v ramci metabolizmu argininu. Neoramované metabolity
so Sedym textom neboli detegované v ramci tejto diplomovej prace. Modra Sipka znamena
prepojenie argininu s kreatinovou drahou aoranzova zna¢i cast mocovinového cyklu
pricbehajuca aj vV mozgu. GATM, glycinamidinotransferasa; GAMT,
guaninoacetat-N-metyltransferasa; ODC, ormitindekarboxylasa; NOS, syntasa oxidu
dusnatého.

Najdolezitejsou funkciou kreatinu je jeho metabolizacia na kreatinfosfat za icasti ATP
a enzymu kreatinkinasy (EC 2.7.3.2) (Obr. 31). Kreatinfosfat sluzi ako zasobnik fosfatu
na syntézu ATP v pripade jeho nedostatku z inych reakcii. V mozgoch pacientov s AD
bola zistena nizSia aktivita izoformy tohto enzymu, spOsobena modifikaciou jej
cysteinovych zvyskov prostrednictvom ROS (Smith et al., 1991; David et al., 1998;
Stachowiak et al., 1998; Aksenov et al, 2000). Znizena aktivita kreatinkinasy mohla byt
eSte sposobenad aj ako dosledok nedostatku ATP z dévodu naruSenia dychacieho retazca
u AD pacientov (Parker & Parks, 1995; Maurer et al., 2000; Bubber et al., 2005).
V predlozenej praci bola zistena zvySena hladina kreatinu u pacientov s AD bez rozdielu
na pohlavie a kreatininu u muzov s AD (Obr. 26). Akumulacia kreatinu v CSF mohla
nastat’ z jeho zmienene] znizenej metabolizacie na kreatinfosfat. Oproti tomu kreatinin
bol pravdepodobne vo zvySenej miere transportovany cez poskodenu hematolikvorovu
bariéru (Johanson et al., 2018; Ott et al., 2018). Rozdiely v hodnotach kreatinu medzi

zenami a muzmi su zname aj u zdravych jedincov (Thomas et al., 2012).
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Citrulin je produktom pri reakcii sprostredkovanej enzymom syntasa oxidu dusnatého
(NOS, EC 1.14.13.39) z argininu za vzniku oxidu dusnatého (NO) (Obr. 31). V mozgu je
tento enzym exprimovany v troch izoforméach ako: endotelialna (eNOS, pritomna
v endotelovych bunkéch), neurénova (nNOS, pritomnad v neurénoch) ainducibilna
(iNOS, indukovana v neurénoch, mikrogliach a astrocytoch po ich aktivacii). Okrem
iNOS st ostatné dve konstitutivne exprimované a zavislé od koncentracie Ca>" (Zhu, et

al., 2007). ZvySena hladina citrulinu u pacientieck s AD mohla byt spdsobena

upregulaciou NOS. Specificky u Zien bola hlasena zvysena hladina tohto metabolitu aj
v studii Czech et al. (2010), avSak nie je objasnené preco tomu dochadza iba u tohto
pohlavia. ZvySena aktivita iNOS a eNOS v mozgove] kére modelovych organizmov:
potkanov a mys$i s vyvolanym AD bol dosledkom jej zvySenej expresie v reaktivnych
astrocytoch. Astrocyty v mozgu sa stavaju reaktivnymi pri naurozapale ako dosledok
pritomnosti neurofibrilanrych spleti a AR plakov (Haas et al., 2002; Liith et al., 2001).
Zvysenou aktivitou tohto enzymu =zarovenn dochadza k zvySenej produkcii NO,

podiel'ajuceho sa na zvySeni oxidativneho stresu a na poskodeni neurénov (Krumova &

Cosa, 2016).

Dal§im vyznamnymi aminmi (mimo argininonvy metabolizmus v mozgu) pre muzov
s AD boli alantoin a mocovina (Obr. 26). Alantoin nebol doposial’ detegovany v CSF AD
pacientov. Avsak jeho zvySené hladiny v CSF boli detegované pri meningitide, ktora
taktiez sposobuje neurozapal (Becker et al., 2004). Alantoin je medziproduktom
katabolizmu purinov prebiehajicom v peceni. Kone¢nym produktom tohto metabolizmu
je kyselina mocova. Bolo zistené, ze kyselina mocova pdsobi ako neuroprotektivny
antioxidant v mozgu postihnutého neurozapalom a podiel’a sa na proliferacii neuréonov
v hipokampe a tym prispieva k zmierneniu désledkov ochorenia (Ahn et al., 2014; Tzeng
etal., 2022). Je teda mozné predpokladat’, ze alantoin mohol mat’ u AD pacientov obranny
mechanizmus ako kyselina mocové, u ktorej neboli pozorované vyznamné zmeny. Do
CSF a mozgu sa alantoin pravdepodobne transportoval krvou z pecene cez narusenu

hematolikvorovu bariéru (Becker et al., 2004).

Mocovina je produktom enzymove] reakcie katalyzovanej arginasou (EC 3.5.3.1).
Jedna sa o reakciu mocovinového cyklu, ktory prebieha priméarne v peceni a hoci niektoré
jeho Casti mézu prebiehat aj v mozgu, nie je zname zeby syntéza mocoviny Vv patrila

medzi ne. ZvySena hladina mocoviny umuzov s AD mohla suvisiet s jej zvySeny
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transportom z krvi cez posSkodenu hematolikvorovu bariéru (Johanson et al., 2018; Ott at
al., 2018). ZvySena mocovina v CSF u pacientov s AD, hoci bez rozdelenia na pohlavia,

bola detegovana aj v d’alSej studii (Kaiser et al., 2010).

Galaktitol/manitol a glukuronat boli signifikantne zmenenymi metabolitmi opat
u muzov s AD v porovnani s kontrolami (Obr. 26). Ich hladiny boli u tychto pacientov
zvySené. Galaktitol je alkoholovy sacharid, ktory vznikd ako produkt metabolického
rozkladu galaktozy prostrednictvom enzymu aldosareduktasy (EC 1.1.1.21). Jeho
zvySena aktivita bola namerana v neuréonoch v mozgovej kore a hipokampe u pacientov
s AD (Picklo et al., 2001). Mimo to akumulécia galaktitolu pdsobi neurotoxicky, ¢im

prispieva k neurodegeneracii (Kashiwagi et al, 1994). Glukuronat, vznika

z prekurzoru - glukézy. V peCeni, kde je jeho primarna syntéza, dochadza k jeho
konjugécii so xenobiotikmi, ale aj steroidmi alebo bilirubinom. Nasledne su tieto
konjugaty transportované krvnym obehom do obliciek, kde vdaka vysokej polarite
glukuronatu je ul'ah¢ené vylu¢ovanie xenobiotik, sterolov a bilirubinu (Bhagavan, 2002).
Van der Velpen et al. (2019) detegovali zvySenu hladinu glukuronatu v CSF u AD
pacientov, avSak pri¢ina jeho vyskytu nebola objasnend. Kedze je prenaSany krvnym
obehom mohlo by ist’ 0 jeho zvySeny transport cez porusentt hematolikvorovu bariéru, o

bude musiet byt eSte predmetom inych §tadii.

Specificky pre muzské pohlavie bol este zmeneny metabolizmus pyrimidinov:
zvySenymi hladinami pseudouridinu a cytozinu (Obr. 26). AvSak do dnesného diia neboli
diskutované ich zvySené hladiny v CSF alebo mozgoch pacientov s Alzheimerovou

chorobou a ani patologicky uc¢inok podielajuci sa na tomto ochoreni.

Uzien s AD doslo kzvySeniu hladin niektorych organickych kyselin, vratane
2-hydroxybutanoatu/2-hydroxyisobutanoatu (Obr. 26). Za oxidacného stresu sa v peCeni
z homocysteinu tvori cystation, ktory sa Stiepi na cystein, priCom 2-hydroxybutanoat
vznikd ako wvedlajsi produkt. Cystein sa nasledne prostrednictvom enzymu
cystinreduktasy (EC 1.8.1.6) mdéze metabolizovat na cystin, ktorého zvySené hladiny boli
opat’ pozorované u AD pacientok. Pokial’ bolo zvySené mnozstvo 2-hydroxybutanoatu
a cystinu v krvi, mohlo to sposobit’ ich zvySenu translokaciu do CSF. Doposial’ bol v§ak
2-hydroxybutanoat so zvySenou hladinou u AD pacientov detegovany iba v moci a cystin

nebol priamo spojeny s AD (Pathan et al., 2021).
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Acylkarnitiny vznikaju prostrednictvom enzymu karnitinpalmitoyltransferasy I
(EC 2.3.1.21) z karnitinu a acylCoA mastnych kyselin (Obr. 32). Tieto zliceniny su
dolezit¢ najmd pre presun volnych mastnych kyselin (FA) cez mitochondrialnu
membranu z cytozolu do mitochondrialneho matrixu, kde dochadza kich B-oxidacii
(www lipidmaps.org, 14.4.2023). Skupina acylkarnitinov mala systematicky zvySené
hladiny, avSak iba niektoré znich boli vyznamné. Umuzov sAD islo
o glutarylkarnitin/hydroxahexakarnitin (C5.DC/C6.0H) au zien s AD bol vyznamny
volny karnitin (CO) a nonanoylkarnitin (C9) (Obr. 26). U AD pacientov mohlo dojst’
k mitochondrialnej disfunkcii v mozgovych bunkach, ktora pravdepodobne prispela k
mnozstvu ROS priamo v mitochondriach (Parker & Parks, 1995). Pravdepodobne to
najskor sposobilo nahromadenie ROS, ktoré mohli oxidovat’ enzymy (vratane enzymov
podiel'ajucich sa B-oxidacie mastnych kyselin) v tomto bunkovom kompartmente a tym
narusit’ ich funkcie. To mohlo mat’ za néasledok akumuléciu L-karnitinu a acylkarnitinov
v bunkach mozgu a pri rozpade membran ich nasledne uvol'nenie do CSF. Toto tvrdenie
bude vSak nutné este preskumat’ (Lim et al., 2018). Tieto patologické zmeny boli zatial
pozorované najma v hipokampe a mozgove] kore (Casti mozgu zasiahnuté pri AD)

transgennych mys$i s vyvolanou AD (Gonzalez-Dominguez et al., 2015).

Cytosol

Vonkajsia
.
mitochodnrialna
membrana

{000 PRERRRD00R0000000N” 2 000000A000UV0NKNNK CACT o Vnirtorna

tSS;gmoc codoocoacooooccss  CPTII 2030050550000535053 00008 ”"“’d"fd"”"l"ﬂ
membrana
Matrix
[3 oxidacia | Acylkarnitin | : _
mirochondrie

AcylCoA FA + L-karnitin

Obr. 32: Transport mastnych kyselin z cytosélu do matrix mitochondrii prostrednictvom
acylkarnitinov. Cervenym ramom je vyznaGeny metabolit so zvysenou hladinou u pacientov
aj pacientok s AD aruzovy ram vyznacuje metabolit so zvySenou hladinou nameranou iba
u zien s AD. AcylCoA FA, acylkoenzym A mastnych kyselin; CACT, karnitin-acylakarnitin
translokasa; CPTI, kamitin polmitoyltransferasa I; CPTIL karnitin palmitoyltransefarasa II
(EC 2.3.1.21); LACS, acylkoenzym A syntetasa (EC 6.2.1.3). Prevzaté a upravené podla (Qu
etal., 2016).
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Vicsina detegovanych signifikantnych lipidov pravdepodobne pochadzala priamo
z poskodenej fosfolipidovej membrany hematolikvorovej bariéry a z rozpadajacich sa
neurénov (Obr. 33). V predlozenej diplomovej praci bolo zistené, ze ztohto dovodu
dochadzalo k vyraznému zvyseniu hladin jednotlivych lipidov a to nayma u muzov s AD:
PC (P-36:4), PC (P-32:0), PC (P-38:4), PC (P-38.6), PC (0-34:2) PC (0-38:2), PC (O-
36.4), PC (0-32:0), PC (0-40:1), PC (34:3), PC (35:2), SM (d44:1) a PI(36:4). Naopak
pacientky s AD mali iba jeden takto signifikantne zvySeny lipid SM (39:2). Okrem skupin
PC aPI, vykazovali spominané skupiny lipidov aj systematické trendy u vSetkych
pacientov s AD oproti kontrolam. Skupiny PC aPI boli systematicky zvySené iba
u muzov trpiacich AD, ¢o je mozné vysvetlit odchylkami v lipidome v pohlaviach

(Podcasy & Epperson, 2016; Beyon et al., 2021; Gonzélez Zarzar et al., 2022).

Z nich boli doposial’ v CSF u pacientov s AD zistené iba zvySené hladiny PC a SM
(Kosicek et al., 2010; Koal et al., 2015; Karlikova et al., 2017; Dong et al., 2021). Okrem
uvol'tiovania z hematolikvorovej bariéry mohli byt SM zvysené aj z dévodu miernej
upregulacie TMEM?23, génu pre enzym sfingomyelinsyntasu (EC 2.7.8.27), ktory
katalyzuje syntézu sfigomyelinu z Cer (Katsel et al., 2007). Niektoré studie uvadzali
zvySené hladiny Cer (uvol'neného z poskodenych membran) v CSF u AD pacientov, ¢o
v tejto Studii nebolo potvrdené (Fonteh et al., 2015; Mielke et al., 2014). Odpoved
organizmu na jeho zvySenu hladinu mohla byt zvySena aktivita sfingomylinsyntasy, ktora

sa podielala na jeho metabolizacii.

Poskodena

hematolikvorova

Pl
membrana/rozpad .//\
membran neurdnov % SM

ﬁ i{ " & pc/pc(0-)/PC(P-)

Lipidova dvojvrstvav membranach Uvolnené lipidy z membran

Obr. 33: Rozpad lipidovej dvojvrstvy. PIL fosaftidylinozitol; SM, sfingomyelin; PC,
fosfatidylcholin; PC (O-/P-) fosfatidylcholin s alkyl/alkenyl éterovym substituentom.

Poslednou skupinou lipidov so signifikantnymi zastupcami a systematickou zmenou
boli cholesterol estery. Cholesterol pritomny v mozgu je z vacsej Casti syntetizovany de
novo a zkrvi ho pochadza minimum, kvoli selektivite mozgovych bariér. Volny

cholesterol je z vel'kej Casti uloZzeny v membranach neurénov. Okrem iného je dolezity
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pre flexibilitu bunkovych membran (vratane neurénov), biochemické procesy a zapalové
reakcie. NadbytoCny cholesterol je v zdravej mozgovej tkani spracovany tromi
metabolickymi cestami: esterifikacia s volnymi mastnymi kyselinami, priamy export

z mozgu do krvi, alebo jeho konverzia na 24-hydroxycholesterol (Qian et al., 2022).

Na zaklade dat ziskanych v tejto diplomovej praci boli v CSF detegované vyrazne
zvySené hladiny: CE (22:6) umuzov s AD aCE (20:4) uAD zien v porovnani
s kontrolami. V CSF pacientov s AD boli doposial spozorované zvySené hladiny
24-hydroxycholesterolu a 27-hydroxycholesterolu (Papassotiropoulos, 2002; Mateos et
al., 2011; Benussi et al., 2017). Podla autorov pravdepodobne pri apoptéze neuréonov
doslo k uvolfiovaniu cholesterolu z ich membrany do CSF, ¢o mohlo viest' k zvySenej
tvorbe 24-hydroxycholesterolu a 27-hydroxycholesterolu ako snaha o odstranenie
nadbytocného cholesterolu. Z rovnakého dovodu mohlo dojst’ aj k d’alSej esterifikacii
cholesterolu, atym padom k zvySenym hladinam cholesterol esterov v CSF. AvSak
metoda pouzitd v tejto praci nevedela rozli§it izoméry a derivaty cholesterolu, a tym
padom ani cholesterol esterov, preto pre potvrdenie tejto hypotézy by bola potrebna

Specifickejsia metoda.
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6 ZAVER

V tejto diplomovej praci bola vykonana cielend metabolomicka a lipidomicka analyza

vzoriek mozgovomiesneho moku u pacientov s Alzheimerovou chorobou.

V teoretickej Casti sa prva kapitola zaoberala Alzheimerovou chorobou, biomarkermi
na jej diagnostiku a patobiochemickymi procesmi podielajiicimi sa na jej rozvoji. Dalej
bol popisany mozgovomieSny mok (vratane jeho funkcie, zlozenia a tvorby). Posledna

kapitola bola venovana metabolomickej a lipidomickej analyze.

V ramci experimentalnej Casti prace bola pre komplexné vyhodnotenie vysledkov
vykonana cielena metabolomicka a lipidomicka analyza vzoriek CSF ziskanych od 16
pacientov s AD a20 zdravych jedincov (kontrol). V oboch S§tadiach bola vyuzita

kombinacia vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie s hmotnostnym spektrometrom.

Spracovanie vysledkov bolo uskutocnené prostrednictvom nesupervizovanej
a supervizovanej viacrozmernej analyzy a pomocou jednorozmernej analyzy. Pricom boli
porovnané vzorky pacientov s AD oproti kontrolam, pre urcenie metabolitov a lipidov
charakteristickych pre ochorenie azaroveii pre popis patobiochemickych zmien
spojenych s AD. Pri podrobnom skumani vysledkov boli zistené trendy u niektorych
metabolitov a lipidov z hl'adiska pohlavia. Z tohto dévodu bola vykonana podrobnejSia
interpretacia vysledkov, zamerana na rozdiely v metaboléme alipidome pacientov

a pacientiek s AD.

Celkovo bolo zistenych 22 vyznamnych metabolitov a 2 vyznamné lipidy pre zeny
s AD, zatial’ ¢o pre muzov s AD v porovnani s kontrolami bolo signifikantne zmenenych
12 metabolitov a 15 lipidov. Vsetky tieto vyznamné metabolity a lipidy mali zvySené
hladiny u AD skupin oproti kontrolam. Niektoré metabolity (najmi mocovina) a vacSina
lipidov (PC, PC (O-/P-), PI a SM) suviseli s poSkodenou hematolikvorovou bariérou
arozpadom membrany neurénov. Toto poskodenie bolo pravdepodobne sposobené
G&inkami tau proteinu, AP plakov a posobenim oxidatného stresu. Dalsie metabolity
(citrulin, kreatin, kreatinin, acylkarnitiny) suviseli s naruSenymi biochemickymi drahami,
pri ktorych pravdepodobne dochadzalo k zmenam aktivit urCitych enzymov najméi
vplyvom oxida¢ného stresu alebo neurozapalu. K najviac postihnutym draham patrili

B-oxidacia mastnych kyselin, argininova draha a s fiou suvisiaca kreatinova draha.
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Stadia prispela k odhaleniu vyznamnych metabolitov a lipidov pre pacientky
a pacientov s AD. Zaroveii boli interpretované patobiochemické procesy, ktoré boli bud

pri¢inou alebo nasledkom ich zmien.
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