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SOUHRN

Navzdory zna¢nému pokroku v diagnostice a pfistrojovych technologiich
jsou deédicné metabolické poruchy (DMP) stile vyznamnou pii¢inou umrti
novorozenych déti. Pro jejich efektivni diagnostiku a nasledné monitorovani
pacientl je za potiebi znat specifické biomarkery téchto chorob. U DMP mohou
popt. tkani ziskanych od pacientll a kontrol, pomoci necilené metabolomické
analyzy. K tomuto ucelu lze vyuzit kapalinovou chromatografii ve spojeni
s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (LC-HRMS). Vysledkem takové
analyzy je po statistickém zpracovani dat seznam nejvyznamnéjSich
charakteristickych signali poméri hmotnosti ku naboji (m/z), které mohou
zastupovat diagnosticky informativni biomarkery. Nevyhodou tohoto piistupu je
nutnost zpétné identifikace molekulové struktury.

V této praci byly identifikovany a charakterizovany molekulové struktury
neznamych m/z signald, které byly vyznamné zvySené ve vzorcich plazmy
pacientt s fenylketonurii (PKU) a 3-hydroxy-3-methylglutarovou acidurii
(HMGA). Presna molekulova hmotnost a vicetiroviiova fragmentac¢ni spektra m/z
signalli byla namétfena pomoci hybridniho hmotnostniho spektrometru s linearni
iontovou pasti a orbitalni iontovou pasti poskytujici vysoké rozliSeni. Ziskana data
byla porovnana se spektralnimi databazemi a analyzovana softwarem predikujicim
fragmentacni chovani molekul. Uvedeny postup vedl ke strukturni charakterizaci
novych latek, které mohou byt vyuzity v diagnostice a nasledném sledovani
pacientti s DMP.

V plazmé pacientt s PKU byly charakterizovany dva konjugaty glutamyl-
glutamyl-fenylalanin a fenylalanin-glukéza. Oproti hladinam fenylalaninu (Phe),
konvenénimu biomarkeru PKU, vykazovaly tyto latky vyS$i variabilitu
naméfenych hodnot a nizsi korelaci s hladinami Phe, coz demonstruje jejich
potencidlni nezavislou informacni hodnotu b&hem pifipadného sledovéni

diagnostikovanych pacienti s PKU.



V piipadé HMGA pacientd byly v plazm¢é charakterizovany neznamé
biomarkery jako tfi pozi¢ni izomery 3-methylglutakonylkarnitinu, které byly
shledany selektivnéj$imi markery nez dosud znamy 3-hydroxyizovalerylkarnitin.

V dal$i studii byla provedena necilena metabolomicka analyza plazmy
pacient s HMGA a kontrol. Mezi nejvice diskriminujicimi metabolity mezi
skupinami  byly kromé& 3-hydroxyizovalerylkarnitinu nalezeny také 3-
methylglutakonat a 3-hydroxy-3-methylglutarat. Tyto metabolity byly nasledné
kvantifikovany ve 23 vzorcich krevnich skvin HMGA pacientti a 55 kontrol, aby
se overil jejich diagnosticky potencial pro novorozenecky screening (NBS).
Vzorky byly analyzovany kapalinovou chromatografii ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii a vysledky ptesvéd¢ivé poukazuji na moznost rozsitit
novorozenecky screening o sledovani HMGA pomoci zde prezentovanych

specifickych biomarkert.



Klicova slova: metabolomika, strukturni identifikace, biomarkery, novorozenecky
screening, dédiéné metabolické poruchy, 3-hydroxy-3-methylglutarova acidurie,

fenylketonurie, hmotnostni spektrometrie.



SUMMARY

Despite considerable advancement in diagnostics and technology, inherited
metabolic disorders are still a significant cause of newborn deaths. Effective
diagnostics and follow-up monitoring require specific biomarkers of these
disorders. Novel biomarkers of inherited metabolic disorders can be found by
analyzing body fluids of patients and a reference control group of healthy
individuals during untargeted metabolomic studies. Liquid chromatography
coupled to high-resolution mass spectrometry can be used for this purpose. After
statistical evaluation of the data, a result of such analysis is a list of the most
significant and characteristic m/z signals that might represent diagnostically
informative biomarkers whose structural identities must yet be characterized.

The thesis describes the identification and the structural characterization of
unknown m/z signals that were significantly increased in samples of patients
suffering from phenylketonuria and 3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria.
Accurate masses and multistage fragmentation spectra of unknown m/z signals
were acquired using a hybrid mass spectrometer with linear and orbital ion traps
which provides a high-resolution mass spectra. The obtained data were queried
against spectral databases and analyzed by software predicting fragmentation
behavior of molecules. This methodology led to structural elucidation of novel
compounds that might be utilized in diagnostics and follow-up monitoring of
patients. Two conjugates of glutamyl-glutamyl-phenylalanine and phenylalanine-
glucose were characterized in plasma samples of phenylketonuria patients. These
novel markers showed high interpatient variation and did not correlate to levels of
a convention biomarker of phenylketonuria, phenylalanine, illustrating their
potential added value for follow-up monitoring of these patients.

In the case of novel markers for 3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria, three
positional isomers of 3-methylglutaconylcarnitine, which are more selective
biomarkers than currently used 3-hydroxyisovalerylcarnitine, were characterized
in plasma samples of patients.

The last study described in the thesis is an untargeted metabolomic analysis

of plasma samples of 3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria patients and age-



matched controls. Besides 3-hydroxyisovalerylcarnitine, also 3-methylglutaconate
and 3-hydroxy-3-methylglutarate were found among the most discriminating
metabolites between patients and controls. These metabolites were then quantified
in 23 dried blood spots of patients suffering from 3-hydroxy-3-methylglutaric
aciduria and 55 controls in order to evaluate their diagnostic potential for newborn
screening programs. Samples were analyzed by liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry and the results clearly demonstrate applicability of
these novel markers in newborn screening to diagnose 3-hydroxy-3-methylglutaric

aciduria.

Keywords: metabolomics, structural elucidation, biomarkers, newborn screening,
inherited  metabolic  disorders,  3-hydroxy-3-methylglutaric  aciduria,

phenylketonuria, mass spectrometry.
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1 UVOD

Dédiéné metabolické poruchy (DMP) jsou heterogenni skupinou chorob,
jejichz pocet vlivem pokroku v diagnostice a technologiich neustale roste.
Programy novorozeneckého screeningu v mnoha zemich svéta maji za tikol odhalit
poskozeni zdravi pacienta. Pfesto vS§echno jsou DMP vyznamnou pfiinou amrti
novorozenych déti. Klicem k efektivni diagnostice a 1é¢bé téchto chorob jsou
specifické biomarkery télnich tekutin, které dokdzou tyto onemocnéni odhalit
v preklinickém stadiu. V idedlnim ptipadé by méli rovnéz predikovat a
monitorovat odpovéd’ na 1é¢bu. Specifické biomarkery DMP mohou byt odhaleny
necilenou metabolomickou analyzou télnich tekutin, ktera kombinuje soucasné
separac¢ni techniky s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim (HRMS).
Spravné provedeni necilené metabolomické analyzy se skladd z mnoha dil¢ich
krokt, kde chyba v jediném z nich miZe vést k milnym zavérim studie. Pocinaje
jednotnym a reprodukovatelnym odbérem vzorku pies samotné provedeni analyzy
kapalinovou chromatografii ve spojeni s vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrii az po korektni upravu naméfenych dat, jejich spravné statistické
zpracovani a vizualizaci. Vysledkem dobie provedené metabolomické analyzy je
seznam statisticky nejvice diskriminujicich m/z signali, které mohou
reprezentovat diagnosticky vyznamné biomarkery studované DMP. Kritickou
soucasti metabolomickych analyz je strukturni identifikace m/z signald, které
oddé¢luji skupinu pacientt s konkrétni DMP a kontrolni skupinu (zdravé jedince).

Tato prace popisuje metabolomické nastroje K odhaleni a naslednou
strukturni identifikaci novych biomarkeri dvou DMP s vyuzitim LC-HRMS
pfistroje, ktery umoznuje meéfeni vicestupiiovych fragmentacnich spekter
s vysokym rozliSenim. Tento ptistup je demonstrovan na fenylketonurii, chorobg,
ktera byla jako prvni zatazena do programi novorozeneckého screeningu fady
zemi uz v 60. letech 19. stoleti a je zfejmé nejlépe prostudovanou DMP. Nicméné

diagnostika i nasledné klinické sledovani PKU pacienti je stale zaloZzené na méfeni
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zvysené hladiny Phe ve spojeni s pomérem Phe a tyrozinu (Tyr). Podle nedavnych
studii z roku 2017 [1], [2], které se zabyvali dlouhodobym klinickym stavem ¢asné
diagnostikovanych PKU pacientii, se vZdy nedafi docilit pozadovaného dobrého
zdravotniho stavu pacientti jen pomoci udrzovani hladiny Phe pod 360 umol/Il
v krvi. Z pohledu klinické praxe je proto stale poptavka po biomarkerech PKU,
které by 1épe reflektovali odpovéd na 1écbu a predikovali budouci zdravotni stav.

Druhou chorobou, pro kterou byly hledany noveé specifické biomarkery
metabolomickou analyzou, byla HMGA. Tuto velice vzacnou poruchu lze
Vv soucasnosti diagnostikovat pomoci selektivniho metabolického screeningu. Jeji
primarni plazmaticky biomarker 3-hydroxyizovalerylkarnitin je ale nespecificky,
a proto je zapotiebi provést potvrzovaci analyzu organickych kyselin v moc¢i nebo
analyzu enzymovych aktivit v leukocytech. V obou piipadech musi pacient
poskytnou dodate¢ny vzorek moce nebo plné krve. Motivaci této prace bylo nalézt
selektivni biomarker, ktery by umoznoval diagnostiku HMGA pifimo ze vzorku

krevni skvrny v rdmci novorozeneckého screeningu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Dédi¢né metabolické poruchy

Vrozené vady metabolismu jsou heterogenni skupinou chorob, které mohou
byt dédi¢né nebo vzniknout indukovanou ¢i spontanni mutaci. Dusledkem téchto
mutaci jsou béhem proteosyntézy tvofeny enzymy C¢i transportni proteiny
S pozménénou primarni strukturou, ktera muze ovlivnit jejich funkci, lokalizaci
nebo zcela zastavit jejich syntézu. Podle funkce defektniho proteinu/enzymu
vV metabolismu se odviji klinické projevy onemocnéni. V ptipad¢ snizené ¢i zcela
chybéjici enzymové aktivity dochdzi k hromadéni substratli metabolické drahy
pred timto blokem. Tyto latky také mohou vstupovat do alternativnich
biochemickych procesli. ZvySena koncentrace substrati ¢i jejich vedlejSich
produkti mize byt pro buiiku toxické a zdvazné tak ovliviovat jeji funkci. Zasadni
vliv na organismus muze mit i nedostatek produktu ovlivnéné enzymové reakce.
Dalsi pticinou DMP mohou byt patologické zmény ve strukturnich proteinech
bunéénych membran, krevnich bilkovinach neenzymové povahy, transportnich
proteinech nebo receptorech [3].

Piestoze maji jednotlivé DMP velice nizky vyskyt, jako celek jsou
vyznamnou prfi¢inou uUmrti novorozenych déti [4]. Starsi studie uvadéji
kumulativni vyskyt DMP 1/800 [5] nebo dokonce 1/500 [6]. Nejnovéjsi studie
vSak popisuji méné jak 1/2000 nové narozenych déti [7]. Pro metabolické poruchy
jsou typické nejednoznacné klinické priznaky, které komplikuji jejich
rozpoznavani. Diky technologickému pokroku pocet popsanych chorob a
diagnostika pacientli neustéle roste. Proto se da predpokladat, Ze jejich skute¢ny
kumulativni vyskyt bude jesté vyssi.

Az dvé tfetiny DMP vykazuji autosomalné€ recesivni dédi¢nost. Piikladem
mize byt fenylketonurie (PKU) nebo HMGA. Vzacnéji (21 %) se vyskytuji
poruchy s autosomalné dominantni dédi¢nosti, u kterych stac¢i, aby jedinec nesl
jednu defektni alelu a onemocnéni se projevi. Ptikladem mtize byt Huntingtonova
choroba, ktera se vétSinou rozviji po dosazeni véku 30-40 let. Pokud takto

postizeny jedinec ma potomky se zdravym partnerem, Sance na pienos poruchy je
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50 % [8]. Jesté vzacnéjsi je X-vazana dédi¢nost (6 %), piikladem je Fabryho

choroba, a dale nemoci spojené s mitochondrialni dédi¢nosti (6 %) [4].

2.1.1 Klasifikace dédi¢nych metabolickych poruch
Z pohledu patofyziologie 1ze DMP rozdélit do tii skupin [9]. Choroby

vedouci k intoxikaci organismu, poruchy energetického metabolismu a poruchy
biosyntézy nebo degradace komplexnich molekul.

Do prvni skupiny zahrnujeme poruchy metabolismu, u kterych dochazi
k hromadéni casto toxickych substrati pred metabolickym blokem, coz vede
Kk postupné nebo akutni intoxikaci. Patii sem poruchy metabolismu aminokyselin
(naptiklad PKU, alkaptonurie, argininémie a jiné), organické acidurie (HMGA,
izovalerova acidurie, methylmalonova aciduriec a dalsi), vrozené vady
metabolismu  mocovinového cyklu (deficit ornithintranskarbamoylazy),
sacharidové intolerance (galaktosémie), choroby zplisobené intoxikaci kovil
(Wilsonova choroba) a poruchy syntézy hemu (porfyrie). Spole¢nym znakem
téchto chorob je fyziologicky embryonalni a fetalni vyvoj. Manifestace symptomu
intoxikace nastava nepravideln¢, az po urcité dob¢, a to bud’ akutné (selhani jater,
zvraceni, koma atd.) nebo chronicky (opozdény psychomotoricky vyvoj,
neprospivani, kardiomyopatie a jiné¢). Spoustécem akutni metabolické krize muze
byt horecka, katabolismus, ptidruzené onemocnéni nebo piijem potravy [9].

Diagnoéza se urCuje pomoci analyzy Krve, moci, popfipadé cerebrospinalni
tekutiny, ve kterych se stanovuji nefyziologické koncentrace aminokyselin,
organickych kyselin, acylkarnitini a sacharidi. Diagndza musi byt potvrzena na
zaklad¢é genetického testovani fibroblasti nebo leukocyti pacienta, nebot
zvySenou hladinu vySe uvedenych metaboliti mize kratkodobé zplsobit i strava.
Vétsina téchto chorob je I1éCitelnd prostiednictvim rychlého odstranéni
nahromadénych toxickych latek pomoci specialn¢ upravené stravy, dialyzy a/nebo
podanim “detoxikac¢nich* 1é¢iv (L-karnitinu, benzoatu sodného, penicilaminu aj.).
I ptes nékteré odliSnosti v patofyziologii se do této skupiny fadi 1 vrozené vady

biosyntézy a katabolismu neurotransmitert (kyselina gama-aminomaselna,
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monoaminy a glycin) a vrozené vady biosyntézy aminokyselin serinu, glutaminu,
prolinu a ornitinu) [9].

Do druhé skupiny DMP patii choroby vyznacujici se symptomy zpisobené
nedostateCnou produkei ¢i vyuzitim energie jaterni tkani, svalstvem, mozkem,
myokardem a dalsimi. D¢lime je dale na zavazné, cCasto nelécitelné
mitochondridlni energetické defekty a méné zavazné cytoplazmatické energetické
defekty. Mitochondrialni choroby zahrnuji vrozené laktatové acidémie (poruchy
pfenosu pyruvatu, poruchy pyruvatkarboxyldzy, pyruvatdehydrogenazy a enzymu
Krebsova cyklu), poruchy dychaciho tetézce, -oxidace a tvorby ketolatek. Pouze
poruchy tykajici se tvorby ketolatek a biosyntézy ubichinonu jsou c¢aste¢né
lécitelné [9]. Cytoplazmatické energetické defekty jsou obecné méné zavazné.
Patfi sem nelécitelné vrozené poruchy pentdzofosfatoveé drahy. Déle defekty
kreatinového metabolismu, z nichz nékteré jsou IéCitelné, a v neposledni fadé
lé¢itelné poruchy v metabolickych drahach glykolyzy, glukoneogeneze a
glykogenu. Symptomy druhé skupiny DMP jsou nejcastéji hypoglykémie,
hepatomegalie, hyperlaktatémie, hypotonie, kardiomyopatie, selhani ob&hového
systému, poSkozeni mozku, neprospivani a syndrom néhlého umrti novorozence.
Nékteré mitochondrialni choroby a poruchy pentézofosfatové drahy mohou
ovlivitiovat embryofetalni vyvoj a zpusobovat tak dysmorfizmus, dysplazii ¢i
malformace [10]. Diagnoéza téchto chorob je obtizna, nebot’ je zalozena na
funk¢nich testech, enzymové analyze vyzadujici biopsii.

Tteti skupina DMP zahrnuje choroby narusujici biosyntézu nebo degradaci
komplexnich molekul. Symptomy se postupné vyviji, jsou trvalé a nejsou
ovlivnény stravou. Patii sem predevs§im lyzozomalni a peroxizomalni poruchy,
choroby nitrobunééného transportu a poruchy biosyntézy cholesterolu. Vétsina
téchto onemocnéni je zatim nelécitelnd, avSak pacienti s n€kterymi lyzozomalnimi
poruchami mohou byt 1é¢eni pomoci enzymové terapie [11].

Vzhledem k zaméfeni této disertacni prace byly podrobnéji zpracovany dvé

DMP, a to PKU a HMGA.



2.1.2 Fenylketonurie (hyperfenylalaninémie)

ZvySena hladina Phe (hyperfenylalaninémie — HFA) u novorozenych déti
muze byt disledkem fady pric¢in. Nejznaméjsi onemocnéni vedouci k abnormalni
koncentraci fenylalaninu v krvi je klasicka fenylketonurie (PKU, OMIM 261600).
Tato autozomalné recesivni porucha je zplsobend mutacemi v genu kodujici
fenylalaninhydroxylazu (FAH, EC 1.14.16.1), pfeménujici Phe na Tyr. Jeho
kofaktorem je tetrahydrobiopterin (BH4) jehoz anomalie v biosyntéze ¢i regeneraci
vedou také k HFA [12], viz obrazek 1. Déle trvajici HFA s koncentraci Phe nad
360-600 pmol/l a nizkou hladinou Tyr negativné ovliviiuje vyvoj mozku
novorozenycCh déti a zplisobuje postupujici mentalni retardaci, spasticitu, epilepsii,
bledou plet, svétlé vlasy, modré oci, kozni vyrazky a psychiatrické problémy [12].
Témto zdravotnim komplikacim se Ize vyhnout diky v€asné diagndze a zavedeni
specidlni stravy ochuzené o Phe a pravidelné davkovani chybé&jiciho Tyr.
V idealnim ptipadé¢ mé byt 1éCba zahdjena co nejdiive, nejpozd¢€ji dva tydny po

porodu [13].



guanosintrifosfat
(GTP)

!

O l GTP cyklohydrolaza
o l Pyruvoyl BH, synthaza
+
NH,
- |
Phe BH, dihydrobiopterinreduktaza
(DHPR)
0,
-dihydrobiopterin
fenylalaninhydroxylaza oty P
(FAH)
pterin-4a-
o BH,-OH karbinolamindehydrataza
o
NH;
HO
Tyr

Obrazek 1. Metabolicka draha premény Phe a Tyr a s ni spojena cyklicka draha

prekurzoru tetrahydrobiopterinu.

Kromé klasické PKU muze byt pficinou zvySené hladiny Phe podéni
parenteralni vyzivy, 1éCiv (trimethoprim, chemoterapeutik) a jaterni onemocnéni
[14].

Vétsina novorozencti s vyznamnou HFA trpi deficitem FAH. Cetnost této
poruchy se lisi mezi etnickymi skupinami a geografickymi oblastmi svéta.
V Ceské republice je vyskyt uvadén v rozmezi 1/8000-1/10000 [15], zatimco
celosvétovy vyskyt ve screenovanych populacich je piiblizn¢ 1/12000 [9].
Z praktickych divodu se deficit FAH dé€li na dvé skupiny: PKU vyzadujici 1é¢bu
a mirna HFA, u které neni vétSinou 1écba potiebna (Phe <360 umol/l). Obrazek 2
zobrazuje pracovni postup v ptipadé detekce HFA odhalené pomoci
novorozeneckého screeningu podle ACT listu vypracovaného American College

of Medical Genetics and Genomics [16].
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\ 4
Y
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normalni/snizeny Tyr

Y

Zahajeni stravy s nizkym
obsahem Phe; analyza pterinG v
moc¢i; analyza aktivity DHPR v

cervenych krvinkach

v
‘r . . . ¢ .
; - Pteriny v mo¢i Pteriny v moci
Pteriny v moci o R
i abnormalni; DHPR abnormalni; DHPR
normalni .. . .. e .
aktivita normalni aktivita snizena

A 4 Y

h 4

. 1 - Y
PKU: . DeficitBH4; Deficit DHPR; —
Pokracovat se Vyhodnotit specificky sahaiit 166 Fale$né pozitivni
o . e jit 1ecbu s BH4 a .
specialni stravou, defekt pterinu; zahajit 1écbu prekurzory vysledek NBS;
Zvazit PAH s BH4 a prekurzory 7adna dalsi akce

neurotrasmitert

genotypizaci neurotrasmitert

Obrazek 2. Diagram zobrazujici doporuceny postup v pripadé detekce HFA

odhaleného pomoci novorozeneckého screeningu (upraveno podle [16]).

Vysoka hladina Phe v krevnich skvrnach by méla byt ovéfena kvantitativni
analyzou aminokyselin v krvi (plazmég), aby se potvrdila jak hladina Phe, tak i
sniZzend koncentrace Tyr. Pro diagnézu PKU je limitni hodnota koncentra¢niho
poméru Phe/Tyr < 3 [14]. Neléceni pacienti s klasickou PKU mivaji koncentraci
Phe obvykle vyssi nez 1000 pmol/l [17]. Pro vylouceni zvySené hladiny Phe
z davodu deficitu kofaktoru BHs se provadi analyza pterintt v moci nebo krevni
skvrné a stanovuje se aktivita dihydropteridinreduktazy (DHPR) v krvi. Pfidavna
1é€ba pomoci komeréné dostupného syntetického BHs miize mit terapeuticky
vyznam a predepisuje Se pacientim, u kterych doslo k alespon 30 % snizeni
hladiny Phe v krvi po jednorazovém podani 10 mg BHa/kg vahy pacienta [18].
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Odhaduje se, ze pozitivn€ na tuto doplitkovou 1écbu reaguje 25-50 % pacientli
trpicich HFA [14]. Doporuéena terapeuticka hladina Phe se v riznych zemich lisi,
avsak v prvnich 6-10 letech PKU pacienta by se m¢la udrzovat mezi 120-360
umol/l [19]. Po dosazeni adolescence se mohou stravovaci omezeni zmirnit. Mezi
odborniky vSak nepanuje shoda, jestli je pro PKU pacienty po dosaZeni dospélosti
1é¢ba nutna [14].

Pfed pocetim a béhem tehotenstvi matky s fenylketonurii se striktné musi
dodrzovat hladina Phe pod 360 umol/l aby se minimalizovalo riziko teratogennich
efektl na vyvijejici se plod [17], [18].

Mezi znamé laboratorni ndlezy PKU pacientl patii kromé vysoké hladiny
Phe a snizené koncentrace Tyr v krvi 1 zvySené koncentrace fenylpyruvatu
(fenylketon), fenyllaktatu, fenylacetatu, 2-hydroxyfenylacetatu a  N-
fenylacetylglutamatu v moc¢i pacientii [21]. Fenylacetat je vylu¢ovan i potem a
zpusobuje typicky zatuchly az my$i zapach kiize a moci pacientli. Celkova bledost,
svétlda kiize a vlasy jsou zpiisobené nedostatkem pigmentu melaninu, jehoz
prekurzorem je deprivovany Tyr.

Diagndéza i nasledné kontrolni analyzy v pritbé¢hu zivota PKU pacientii zavisi
prevazné na sledovani koncentrace Phe (poméru Phe/Tyr) v plazmé pacientd.
Nicméné 1 pres precizni pravidelnou kontrolu hladiny Phe v plazmé PKU pacientt
se ne vzdy dosahuje kyzeného dobrého zdravotniho stavu [1], [2]. Z toho pohledu
je vKklinické praxi stala poptavka po biomarkerech PKU, které dokazou lépe

reflektovat odpovéd’ na 1é¢bu a 1épe predikovali budouci zdravotni stav.

2.1.3 3-Hydroxy-3-methylglutarova acidurie

3-Hydroxy-3-methylglutarova acidurie, neboli deficit 3-hydroxy-3-
methylglutaryl koenzym A lyazy (HMG-CoA lyaza, OMIM 246450), je vzacna,
autosomalné recesivni DMP zplisobena mutacemi genu kddujici HMG-CoA lyazu
(EC 4.1.3.4). Tento mitochondridlni enzym katalyzuje Stépeni HMG-CoA na
acetyl-CoA a acetoacetat. Pfeména je soucasti posledniho kroku leucinové

degradacni drahy (Obrazek 3) a je vyuzivana béhem biosyntézy ketolatek. Mo¢
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pacientii vykazuje zvySenou exkreci 3-hydroxyisovaleratu (3HIV), 3-
methylglutakonatu ~ (3MGC),  3-hydroxy-3-methylglutaratu ~ (HMG), 3-
methylglutaratu  (3MG) a v nékterych piipadech 3-methylkrotonylglycinu.
V plazmé pacientd byva zvySena koncentrace 3-hydroxyizovalerylkarnitinu
(BHIV-K) [22], 3-methylglutarylkarnitinu (3MG-K) [23] a tfi izomerd 3-
methylglutakonylkarnitinu (3MGC-K) [24]. Pacienti mohou trpét zavaznou
metabolickou krizi, kterd mize byt doprovazena zachvaty, letargii, hypotonii,
zvracenim a acidézou s hypoketotickou hypoglykémii, kterd miize vyustit
V nevratna neurologicka poskozeni, koma i smrt [25]. U vétSiny pacientil se
choroba projevi v prvnim roce zivota a u pfiblizné¢ poloviny z nich béhem
novorozeneckého obdobi. NejcastéjSimi spoustéci metabolické krize jsou déle

trvajici hladovéni, onemocnéni, katabolicky stres a nadmérna fyzicka aktivita.
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3-methylglutakonyl-CoA 3-methylglutaryl-CoA

0 CH, ﬂ H, 0 CH, ﬂ
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3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

0
|| H,C o

HO
OH  Coa

HMGA <=7 EC M,ﬁl l

——
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Obrdzek 3: Metabolicka draha leucinové degradace s vyznacenymi DMP. Enzymy
této drahy jsou: EC 1.3.8.7, acyl-CoA dehydrogendza mastnych kyselin se stiedné
dlouhym retezcem, 2, EC 1.3.8.4, izovaleryl-CoA dehydrogendza; 3, EC 4.2.1.17,
3-methylkrotonyl-CoA hydratdza, 4, EC 6.4.1.4, 3-methylkrotonyl-CoA
karboxylaza; 5, neznamy; 6, EC 4.2.1.18, 3-methylglutakonyl-CoA hydrataza; 7,
EC 4.1.3.4, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA4 lyadza.

Diagn6za HMGA byva stanovena po nastupu prvni metabolické krize.
Vzhledem k symptomtim je indikovan selektivni metabolicky screening, ktery je
zalozen na analyze krevni skvrny pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie
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(MS/MS) v médu “selected-reaction monitoring” (SRM — sledovani produkti
rozpadu molekulového iontu). Pro HMGA je diagnosticky vyznamny ptechod
262/85, ktery zastupuje nederivatizované C4-DC a C5-OH acylkarnitiny. Avsak
tento SRM piechod poskytuji celkové Ctyfi isobarické acylkarnitiny (3HIV-K, 2-
methyl-3-hydroxybutyrylkarnitin, methylmalonylkarnitin a sukcinylkarnitin),
které spole¢né poukazuji na celou fadu DMP (deficit 3-methylkrotonyl-CoA
karboxylazy (MCCD), HMGA, deficit p-ketothiolazy (BKT), 3-
methylglutakonovou acidurii (MGCA), deficit 2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA
dehydrogenazy (2M3HBD), methylmalonovou acidémii, mnohocetny deficit
karboxylaz (MCD), deficit sukcinyl-CoA ligazy a choroby zptisobené mutacemi
v genech kodujicich a a B podjednotku ADP-dependentni sukcinyl-CoA
synthetazy, znamé jako deficit SUCLA2 [26]). Nékteré laboratofe pouzivaji
derivatizacni krok (butylaci) pted analyzou acylkarnitinii, aby odlisili jejich
dikarboxylové formy. AvsSak sledovani butylovaného C5-OH acylkarnitinu
pomoci SRM piechodu 318/85 také poukazuje na vice chorob (MCCD, HMGA,
MCD a MGCA) [27]. Aby se rozhodlo mezi témito chorobami a potvrdila finalni
diagnoza, musi pacient poskytnout vzorek pIné krve pro analyzu enzymovych
aktivit v leukocytech nebo vzorek moci pro analyzu organickych kyselin. Obrazek
4 zobrazuje doporuceny postup Vv ptipadé detekce zvysené koncentrace C5-OH
acylkarnitinu odhaleného pomoci selektivniho metabolického screeningu podle
ACT listu vypracovaného American College of Medical Genetics and Genomics
[16]. Z vyse uvedenych chorob ma nejvyssi vyskyt MCCD (1:40000). Avsak je
odhadovano, ze az 95 % piipadd je benignich a nevyzaduji Zadnou lékatrskou
intervenci [28]. Tato skutecnost odrazi fakt, ze mira falesné pozitivnich ptipadi
(odhalenych prosttednictvim SRM rozpadu 262/85) je ptili$ vysoka na to, aby se

tento SRM ptechod zatadil do primarniho novorozeneckého screeningu.
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Obrazek 4. Diagram zobrazujici doporuceny postup v pripadeé detekce zvyseného

C5-OH odhaleného pomoci selektivniho metabolického screeningu (upraveno

podle [16]).

2.2 Laboratorni novorozenecky screening

Ukolem laboratorniho NBS je aktivni celoploiné vyhledavani vrozenych a

dédi¢nych chorob v preklinickém stadiu. Smyslem je diagnostikovat a zahdjit

1é¢bu choroby diive, nez dojde k ndstupu symptomil a zabranit tak piipadnému

nevratnému poskozeni zdravi ditéte. Principem je analyza definované¢ho vytezu

suché kapky krve na filtraCnim papiru, béhem kterého se stanovuji koncentrace

specifickych latek (biomarkery jednotlivych DMP [14]). Odbér kapky krve

novorozence se provadi v rozmezi mezi 48. — 72. hodinou po narozeni.
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2.2.1 Historie novorozeneckého screeningu

Prvni metodu NBS pro celoplosné vyhledavani PKU pacientii spolecné s
metodikou odbéru suché kapky krve piedstavil Robert Guthrie a Ada Susi v roce
1963 [29]. Jejich metoda bakterialniho inhibi¢niho testu byla brzy modifikovana a
nasledn¢ aplikovana pro detekci jinych DMP (napt. galaktozémie, leucindzy,
homocystinurie a jinych). Prvni enzymové analyzy pro ucely novorozeneckého
screeningu byly vyvinuty pro galaktozémii vroce 1964 [30] a pro deficit
biotinidazy v roce 1984 [31]. V roce 1975 byla publikovana imunoanalyza pro
detekci novorozenecké hypotyredzy [32] a béhem nasledujicich let pro
kongenitalni adrendlni hyperplazii, cystickou fibrozu, deficit glukdza-6-fosfat
dehydrogenazy a mnoho dalSich. Bakterialni inhibi¢ni testy byly postupné
nahrazovany fluorimetrickymi metodami v 80. a 90. letech. Vyuziti metod
molekularni genetiky pro ucely NBS bylo poprvé predstaveno v roce 1988 [33].
Aplikace MS/MS pro NBS byla poprvé publikovana v roce 1990 [34] a vyznamné
tak ovlivnila tento obor. Diky jednoduché ptipravé vzorki, vysoké miry
automatizace a moznosti detekovat mnoho analytti (biomarkerti) v jediné analyze,
umoznila tato technologie zatazeni fady DMP do NBS programii mnoha zemi.
Ditlezitou vlastnosti je 1 jednoduchost v pfidavani dalSich vySetfovanych
chorob/biomarkert pti zachovani ¢asové a financni naro¢nosti stavajici analytické

metody.

2.2.2 Kritéria choroby pro zarazeni do novorozeneckého screeningu

Uz v roce 1968 Wilson a Jungner [35] definovali kritéria, které musi dana
choroba spliiovat, aby byla zatfazena do NBS. Od té doby byla nékolikrat
prepracovana az do soucasné podoby, kterou vyhotovil Watson a kolektiv v roce
2006 [36] pro American College of Medical Genetics and Genomics. Pravidla se
daji shrnout do dvou hlavnich kritérii, pfi jejichZ splnéni by se dana choroba méla
screenovat: detekce choroby v novorozeneckém obdobi je pfinosna pro pacienta a
celkovy benefit véasné detekce by mél byt rozumné vyvazen rizikem spojenym

s faleSn¢ pozitivnim nebo faleSné negativnim vysledkem testu. Je dilezité si
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uvédomit, ze NBS zastituje cely proces od odbéru vzorku az po adekvéatni

doporuceni o zahajeni 1é€by vCetné zhodnoceni celkového dopadu NBS programu

na pacienta.

2.2.3 Novorozenecky screening v CR

V Ceské republice se od 1. 6. 2016 vysetfuje vramci NBS 18 chorob

(pfevzato z [37]):

1.

cysticka fibroza

¢ endokrinni onemocnéni

2.
3.

kongenitalni hypotyredza

kongenitalni adrenélni hyperplazie

e dédicné poruchy metabolismu

4.
5.
6.

argininémie

citrulinémie I. typu

deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin se stiedné
dlouhym fetézcem

deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s velmi
dlouhym fetézcem

deficit biotinidazy

deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s

dlouhym fetézcem

10. deficit karnitinpalmitoyltransferazy I

11. deficit karnitinpalmitoyltransferazy 11

12. deficit karnitinacylkarnitintranslokazy

13. fenylketonurie a hyperfenylalaninémie

14. glutarové acidurie typ I

15. homocystinurie z deficitu cystathionin B-synthazy, pyridoxin

neresponzivni forma

16. homocystinurie z deficitu methylentetrahydrofolatreduktazy

17.izovalerova acidurie
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18.leucindza (nemoc javorového sirupu)

Na strankach https://www.novorozeneckyscreening.cz/ (online pfistup
22.12. 2019) se uvadi, ze kumulativni vyskyt vySe uvedenych onemocnéni
v Ceské republice je piiblizné 1/1150.

Velkd cast téchto chorob je odhalena pomoci screenovani hlavnich
biomarkeri metodou MS/MS primarniho NBS (tzv. first-tier screening). Pri
abnormalnim vysledku jednoho ¢i vice biomarkert se na ptivodnim vzorku krevni
skvrny provadi test druhé urovné — tzv. second-tier (pokud existuje pro danou
chorobu), ktery je selektivnéjsi pro konkrétni onemocnéni [18] a nebo se rovnou
ptistupuje k potvrzujici analyze, kterd ale vétSinou vyzaduje dodatecny odbéru
vzorku pIné krve nebo moci. Prikladem mize byt leucindza, ktera byva odhalena
v primarnim NBS zvySenim SRM rozpadu 132/86, ktery zastupuje leucin,
izoleucin, alloizoleucin, norleucin a 4-hydroxyprolin. Analyzou druhé urovné
specifické pro alloizoleucin se mize potvrdit leucindza [38] a u pacienta se miize
zahajit 1é¢ba dfive, nez dojde knevratnému poskozeni jeho zdravi.
K definitivnimu potvrzeni diagnézy je zapotiebi provést analyzu aminokyselin
vkrvi a analyzu acylkarnitint v moci. Popfipadé¢ enzymovou analyzou ¢i

genetické testy.

2.3 Metabolomika

Metabolomika je védni obor zabyvajici se identifikaci a kvantifikaci
nizkomolekularnich latek, tj. molekul mensich nez 1500 Da, ve vzorcich télnich
tekutin, bunék nebo tkani [39]. Spole¢né s lipidomikou, proteomikou a genomikou
patii do skupiny tzv. omickych véd. Soubor téchto nizkomolekuldrnich latek se
nazyva metabolom a jednotlivé latky metabolity. Vzhledem k tématu této prace
budou nasledujici odstavce pojednavat pouze o lidském metabolomu. Piestoze
nejznamgjsi databaze lidského organismu Human Metabolome Database (HMDB)

[40] obsahuje pies 40 000 sloucenin, které se teoreticky mohou V lidském
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organismu vyskytnout, podle studie z roku 2011 [41] obsahuje lidské sérum pii
nejmensim 4200 endogennich metabolitii a mo¢ pies 3000 [42]. Mezi nejcastéji
detekované metabolity patii aminokyseliny, organické kyseliny, acylkarnitiny,
lipidy, sacharidy, puriny a pyrimidiny. Z tohoto vy¢tu se jako samostatny védni
obor vydgélila lipidomika, nebot’ analyticky pfistup k lipidim, jako hydrofobnich
latek, se 1isi od zbytku metabolitta [43].

Aktualni koncentrace jednotlivych metabolitti v organismu je ovliviiovana
fadou vzajemné pusobicich faktorti (viz. Obrazek 5), z nichz ty nejvyznamné;jsi
jsou nasledujici: okolni prostiedi, geneticka vybava, strava, pfijimané 1€ky, sttevni
mikrofléra a onemocnéni. Probihajici onemocnéni je ziejmé nejvice studovany
faktor ovliviiujici lidsky metabolom a v pripadé metabolomickych studii chorob je
snaha ostatni vlivy eliminovat. Toho se docili spravnou volbou kontrolnich vzorkh
od zdravych jedinci, ktefi variabilitou véku, pohlavim a maximem ostatnich
parametrti odpovidaji skupiné pacientd. Jinymi slovy, skupina pacientt a kontrol
by méla byt co nejvice fenotypoveé podobna (az na probihajici chorobu pacientil).
Zpusob odbéru a zpracovani vzorki 1 pouzita analytickd metoda musi byt pro obé
skupiny identické. Poradi, ve kterém se vzorky analyzuji, by mélo byt nahodné
[44]. Pro statistické vyhodnoceni metabolickych rozdilti mezi skupinami je vhodné
volit podobny pocet jedincli ve skupinach, ¢ehoz se vétSinou nedati docilit pii
studiu vzacnych chorob, nebot' nashromdzdit dostateCny pocet pacientskych

vzorkd je pro jejich nizky vyskyt obtizné.
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Obrazek 5. Faktory oviiviwjici individudlni metabolom jedince — metabotyp
(upraveno podle [45]).

Metabolomika se dale d¢€li na cilenou a necilenou podle toho, zda sledujeme
mensi skupinu konkrétnich metabolitti nebo sledujeme kromé znamych 1 Siroké

spektrum nezndmych latek, jak bude popsano v dalSich kapitolach.

2.3.1 Pristrojové vybaveni pro metabolomickou analyzu

Z instrumentalnich technik metabolomickym analyzam aktualné dominuje
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS) diky své velké
separacni ucinnosti, citlivosti a s ni spojeny maximalni pocet detekovanych

metabolitd [46]. Pfed nastupem ultrati¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC)
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(kolem roku 2004) dosahovala plynova chromatografie (GC) lep$iho
chromatografického rozliSeni a proto se Castéji pouzivala pravé GC ve spojeni
S MS detekci [47]. Dalsi frekventované pouzivanou technikou je nukledrni
magneticka rezonance (NMR), ktera ma vyhody jakymi jsou velka
reprodukovatelnost méfeni a lepSi schopnost identifikace nezndamych molekul
[48]. Své misto v metabolomickych studiich ma i kapilarni elektroforéza ve
spojeni s MS detekcei [49]. V soucasné dobé pravé kombinace téchto technologii
poskytuje nejkompletnéjsi pohled do svéta zmén malych molekul v biologickych
systémech [41][42].

Obecnym principem LC-MS je kontinudlni analyza pozitivné a/nebo
negativné nabitych molekul obsazenych ve vzorku, které byly pfedtim rozdéleny
stacionarni fazi LC. K ionizaci se nejcastéji vyuziva elektrosprej, jehoz zakladni
princip byl pfedstaven v roce 1989 [50] a na poli ionizac¢nich technik ve spojeni
s LC dominuje dodnes. Ionty jsou poté separovany hmotnostnim analyzatorem
podle jejich poméru m/z a postupné dopadaji na detektor (fotonasobi¢) nebo jsou
kratkodobé zachyceny v cyklickém pohybu uvnitf hmotnostniho analyzatoru
(napf. orbitrap), kde indukuji ,,proudovy obraz®, ktery je Fourierovou transformaci
prepocitan na klasické hmotnostni spektrum [51]. Na rozdil od peptidi a proteint,
vétsina malych molekul studovanych metabolomickym pfistupem se nabiji
jedenkrat, takze jejich pomér m/z odpovida molekulové hmotnosti. Aby se
zabranilo vzajemnym interakcim ¢astic uvniti MS, jsou tyto pfistroje vybaveny
rotacnimi a turbomolekuldrnimi pumpami, které udrzuji vysoky stupenn vakua.
Soucasné hmotnostni spektrometry skenuji pozadovany rozsah m/z 50-1500
V jednotkach (orbitrap) az desitkach (TOF) Hz s rozliSenim 40 000 (TOF) —
1000 000 (orbitrap). Rozliseni je vypocitané podle Sitky hmotnostniho piku
V polovin¢ jeho vysky. Podle nedavné studie je honba za stale vy$§im rozliSenim
MS pftistroji ve snaze detekovat vice metabolit v jediném nastfiku vzorku

zbyte¢na a rozliseni 120 000 je dostate¢né pro pozitivni i negativni mod [52].

-19-



2.3.2 Cilena metabolomika

Cilena metabolomika se da charakterizovat jako semi-kvantitativni analyza
mens$i skupiny znamych molekul v biologickych systémech. Naptiklad se
stanovuji substraty, produkty a meziprodukty metabolickych drah nebo metabolity
urCité chemické skupiny (acylkarnitiny, organické kyseliny atp.). Znalost
sledovanych metabolitll se vyuzZiva pi1 vybéru a vyvoji analytické metody a pfi
piipravé vzorkl tak, aby se dosdhlo co nejlepsi selektivity, citlivosti, piesnosti i
spravnosti pouzité¢ metody.

Tyto vlastnosti poskytuji metody LC-MS/MS s vyuzitim internich standardd,
kterymi jsou izotopov€ znacené analogy stanovovanych metabolitl. Analyzy
probihaji s vyuzitim trojnych kvadrupdlt v modu ,,multiple-reaction monitoring*
(MRM), béhem kterého se sleduji produkty rozpadi molekulovych iontid
jednotlivych metabolitli. V pribéhu analyzy se na prvnim kvadrupdlu vybira
matetfsky molekulovy ion (daného metabolitu). Na dalsim kvadrupélu dojde
pusobenim kolizni energie k jeho Stépeni a tieti kvadrupol propousti k detektoru
jen nejintenzivngjsi fragment (SRM), viz obrazek 6. Pro kazdy metabolit se méni
nastaveni parametrit kvadrupoll,, ¢imz se postupné prométi vSechny metabolity
v LC-MS/MS metodé. Konkrétni nastaveni parametri kvadrupoli pro jednotlivé
metabolity se ziska analyzou certifikovanych standardt, na zakladé kterych se
parametry optimalizuji. Analyza kazdého metabolitu zabira urcity ¢as (dwell time)
a soucet téchto intervalt odpovida dob¢ trvani jednoho MRM cyklu (z pravidla do
2 vtefin). Timto principem lze rozliSit 1 metabolity, které maji sice stejnou
molekulovou hmotnost (resp. pomér m/z) a retenéni Cas (tr), ale odliSnou hmotnost
vznikajicich fragmentd [51]. Podle “Metabolomics Standards Initiative* (MSI)
[53], ktera definovala minimalni pozadavky k identifikaci a kvantifikaci
metabolitl, je vysledek takové analyzy absolutni kvantifikace analyzovanych

metabolita.
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Obrazek 6. Znazorneéni principu tandemové hmotnostni spektrometrie (Upraveno

podle [51]).

2.3.3 Necilena metabolomika

Snahou necilené metabolomiky je detekovat maximalni mozny pocet
metabolitli obsaZeny v biologickém vzorku (stovky az jednotky tisic), a to v€etné
téch nezndmych a neocCekavanych. Ztéto formulace vypliva, Ze necilena
metabolomika je mimo jiné vhodna pro odhaleni novych potencidlnich biomarkert
chorob [54][55]. Pro tyto tucely se vyuzivaji prevazné LC-MS pfistroje
s hmotnostnim analyzatorem poskytujici vysoké rozliseni (HRMS), piesnost a
spravnost spekter [56]. Piikladem jsou TOF analyzatory, orbitrapy a iontova
cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci.

Nejvétsi slabinou necilené metabolomické analyzy zaloZené na LC-HRMS
je stale identifikace jednotlivych metabolitt [57], kterd je nezbytna pro jejich
biologickou interpretaci. Pro tyto ucely se ¢asto kombinuje nékolik rezimt sbéru
dat u MS pristroje, a to na opakovanych nastficich stejného vzorku. Celkovy sken
poskytuje informaci o vSech iontech (v pfednastaveném m/z rozsahu) vstupujicich
v daném tr do MS pfistroje. Na datech zavislé a nezavislé skenovaci rezimy poté
poskytuji informaci o fragmentacnich spektrech vybranych sloucenin, ktera
napomahaji strukturni identifikaci [58][59].

Druhou nej¢astéji pouzivanou technologii pro necilenou metabolomiku je
NMR, ktera umoznuje relativné jednoduchou identifikaci neznamych molekul, ale

pocet detekovanych metabolitti je oproti LC-HRMS metodam nizsi [60].
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2.3.4 Statistické zpracovani metabolomickych LC-MS dat

Zpracovani LC-MS dat z metabolomické analyzy se sklada z fady dil¢ich
krokd, které nesou mnoho uskali. Pouze hluboké porozuméni a spravné provedeni
jednotlivych tkonil, umoZznuje ziskat vhodné upravena data, na jejichz zaklad¢ 1ze
definovat hodnotné zavéry studie [61].

Prvnim krokem je tzv. “peak-picking“, béhem kterého dochazi podle
definovanych parametrii algoritmu k integraci pikti, nahrazeni nulovych hodnot,
zarovnani tr a odstranéni pikdi na Urovni Sumu. K tomuto ukolu se vyuZivaji
nejruznéjsi softwary, z nichz nékteré jsou open-source (MZmine2 [62], XCMS
[63], MetAlign [64]) a jiné komeréni (Compound Discoverer od Thermo Fisher
Scientific).

Béhem ionizace metaboliti v iontovém zdroji dochazi k tvorbé
molekulovych iontl, ale i mnoha adukti, izotopti a ve zdroji vznikajicich
fragmentli, které umeéle zvySuji pocet detekovanych signdlli metabolitd. Ty
,»fale$né prispévky* je za potiebi algoritmicky odstranit nebo vsechny sjednotit do
jediného “signalu“ [65].

Dalsi dtlezitou Upravou dat jsou korekce odstraniujici systematické chyby
meéfeni. K tomu ucelu se do sekvence metabolomické analyzy vkladaji vzorky
kontroly kvality (QC), které jsou analyzovany opakované po ur¢itém poctu analyz
(typicky kazdy 4. - 6. vzorek). Dilezitost QC vzorkii v metabolomické analyze
shrnul D. Broadhurst a kolektiv v roce 2018 [66], kde rovnéz zminuje nejcastéji
pouzivané algoritmy korigujici systematickou chybu méfeni. V této praci byl
pouzit tzv. ,Locally Estimated Scatterplot Smoothing*“ (LOESS) [67], ktery
koriguje lokalni odezvu metabolitu na zaklad¢ jeho rozptylu pii méteni QC vzorka.
Podle vypocitaného rozptylu signali jednotlivych metaboliti uvnitt QC vzorki je
vhodné odstranit vSechny metabolity jejichz varia¢ni koeficient je vy3$si nez 30 %.
Nemeélo by se zapominat na detekci odlehlych hodnot a jejich odstranéni z datové
tabulky.

Pted samotnou vizualizaci by se jeSté¢ data méla normalizovat (vycentrovat
na stfedni hodnotu) a Skalovat, aby se eliminoval vliv tadovych rozdila

Vv koncentracich jednotlivych metabolit. Statistickych pfistupti k odstranovani
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odlehlych hodnot, normalizaci a Skalovani existuje celd fada a komplexnost téchto

pfistuptl piesahuje problematiku této prace.

2.3.5 Statisticka analyza a vizualizace metabolomickych LC-MS dat

Pro grafické zobrazeni rozdilnych hodnot konkrétniho metabolitu mezi
skupinou pacientti a kontrol se Casto pouzivaji krabicové grafy (boxplot), viz
obrazek 7. Tento zobrazovaci nastroj jednorozmeérné statistiky se sklada z
,Krabice® jejiZz okraje jsou tvofeny 1. a 3. kvartilem a vnitini linie pfedstavuje
median naméfenych hodnot. Na krabici navazuji tzv. vousy, podobajici se
chybovym tseckam, které jsou dlouhé¢ maximalné 1,5ndsobku mezikvartilového
rozpéti. Pokud se v datech vyskytuji jesté niz8i/vyssi hodnoty, jsou oznadeny jako
odlehlé. V opacném ptipad€ vousy reprezentuji minimalni a maximalni naméiené
hodnoty. Oblibenou modifikaci krabicového grafu jsou zarezy (v anglické
literatufe tzv. notch) v okoli medianu, jejichz Sitka se zvysSuje s rostoucim
rozptylem dat a se sniZujicim se po¢tem vzorkl ve skupin€. Statistickd teorie fika
(ptedpoklad symetrického rozdéleni s dostate¢nym poctem hodnot), Ze pokud se
zatezy dvou krabicovych grafi nepiekryvaji, existuje na 95% hladiné vyznamnosti
rozdil mezi mediany [68]. Pokud ovSem metabolomik patra po diagnosticky
vyznamném biomarkeru DMP, hled4 idealné takovy metabolit, jehoz krabicovy
graf se pro skupinu pacientli nepiekryva s krabicovym grafem kontrolni skupiny
nejen rozsahem zafezi, ale i minimalnich a maximalnich hodnot. Tim je mozné do
urCité miry minimalizovat riziko fale$né¢ pozitivnich a fale$né negativnich
vysledkii diagnostického testu, které maji zdsadni psychicky dopad na rodice

pacienta.
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Obrazek 7. Varianta krabicového grafu se zdrezy a zobrazenymi hodnotami jedné

skupiny.

Dalsi dtlezitou zobrazovaci metodou je tzv. vulkanovy graf [69], ktery ziskal
sviyj nazev podle typického tvaru zobrazeni metabolomickych dat pfipominajiciho
chrlici sopku, viz obrdzek 8. Jde o druh bodového grafu (korela¢ni diagram), ktery
vykresluje metabolity v prostoru v zavislosti na jejich statistické vyznamnosti
rozdilu mezi centradlnimi tendencemi porovnavanych skupin vyjadiené pomoci
zaporné¢ho dekadického logaritmu z pfislusnych p-hodnot (-logio p-hodnoty) a
velikosti rozdilu stifedni hodnoty metabolitu u pacientii a kontrol (logz fold-
change). Fold-change (F-Ch) se vypocita jako priimér hodnot u pacientl vydéleny
prumérem u kontrol a vysledek se zlogaritmuje logaritmem o zdkladu 2. Z této
formulace vyplyva, Ze metabolity nachéazejici se v obou hornich rozich
vulkanového grafu predstavuji potencialni biomarkery choroby. Kvantifikace
statistické vyznamnosti na zaklad¢ p-hodnoty je stale pouzivana, avsak do znacné
miry nespravna, obzvlasté pii mnohonasobném testovani [70]. Alternativou muze
byt vulkanovy graf zalozeny na bayesovské statistice, ktery s p-hodnotami

nepracuje a Iépe zohlednuje kompozi¢ni charakter metabolomickych dat [71].
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Obrazek 8. Priklad vulkanového grafu zobrazujici vyznamné metabolity v obou

hornich rozich grafu. Kazdy bod predstavuje jeden metabolit.

Pro sledovani celkovych metabolickych rozdilti mezi skupinami pacientl a
kontrol se ¢asto vyuziva nastroj mnohorozmérné statistiky tzv. analyza hlavnich
komponent (PCA - Principal Component Analysis) [72], viz obrazek 9. Kazdy
vzorek pacienta nebo kontroly je vykresleny do nejcastéji dvourozmérného grafu
na zakladé nejvétsich rozdilti v hodnotach vsech metabolitd. Vzorky s podobnym
metabolickym profilem se shlukuji blize k sobé. Kolem shlukti je mozné vykreslit
elipsy predstavujici 75 % konfidenéni interval. VSechny osy (hlavni komponenty)
tohoto prostoru jsou na sebe kolmé (ortogonalni) a ve dvourozmérné PCA projekci
jsou zobrazeny jen prvni dvé komponenty (v trojrozmérném prostoru prvni tii),
které procentualné odpovidaji nejvyssi mozné kumulativné vysvétlené variabilité.
PCA nepracuje s informaci o zatfazeni jednotlivych vzork do skupin, a proto je

povazovana za objektivni metodu (tzv. nesupervizovana metoda).
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Obrazek 9. Priklad dvourozmeérné PCA zobrazujici ¢tyri ruzné skupiny vzorkii.

Elipsy predstavuji 75% Konfidencni interval.

Dalsi vyznamnou vicerozmérnou statistickou metodou je diskriminacni
analyza metodou dil¢ich nejmensich ¢tverct (PLS-DA — Partial Least Squares
Discriminant Analysis) [73] a jeji ortogonalni varianta (OPLS-DA — Orthogonal
Partial Least Squares Discriminant Analysis) [72]. Na rozdil od PCA tyto metody
pracuji s informaci o zatfazeni jednotlivych vzorkd do skupin (supervizované
metody). Jednim z vystuptt OPLS-DA metody je graf vyznamnosti proménnych

v projekci (VIP — Variable Importance in Projection), ktery se pouziva pro
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identifikaci nejvice diskriminujicich metabolitii mezi skupinou pacientt a kontrol.

Jinymi slovy, miize se pouzit K ur€eni nejvyznamnéjsich biomarkert chorob.

2.3.6 Strukturni identifikace neznamych latek

V soucasnosti existuje ne€kolik instrumentdlnich technik, které umoziuji
identifikaci molekulové struktury neznamych latek. Kazda ma sva instrumentalni
omezeni, které zabranuji jednozna¢nému uréeni molekulové identity. Piikladem
muze byt rentgenova krystalografie, pro jejiz ispé$nou aplikaci je zapotiebi ziskat
monokrystalickou formu studované neznamé latky, coz neni vzdy mozné.
InfraCervenad a Ramanova spektroskopie poskytuji informace o pfitomnosti
funk¢nich skupin, avSak malokdy se podafi na zakladé téchto informaci urcit
kompletni molekulovou strukturu. Spektralni knihovny plynové chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) jsou sice obsahlé, ale podobné jako
U infraervené a Ramanové spektroskopii, identifikace struktury na zakladé
spekter téchto technik je obtizna, pokud namétfené spektrum v knihovné neni.
NMR je obecn¢ nejvhodngjsi technika pro uréeni molekulové struktury
neznamych latek. OvSem ta nedokdZe charakterizovat nezndmé latky v
submikromolarnich koncentracich v komplikované biologické matrici (napf.
plazma nebo moc) [60].

Pro tento typ tkolu je vhodna UHPLC ve spojeni s HRMS, ktera umoZziuje
meéteni vicestupnovych fragmentacnich spekter (HRMS") s piesnosti m/z 1 ppm
[74]. S touto piesnosti naméfena m/z odpovida pii uziti jen nejfrekventovanéjSich
atomu tvorici lidsky organismus (C, H, N, S, O, P) jednotkdm az desitkam
sumarnich vzorcii. Tento pocet mlze byt dale sniZzen aplikaci ,,sedmi zlatych
pravidel“ identifikace metabolitd, které publikovali Tobias Kind a Oliver Fiehn
v roce 2007 [75]. Obzvlasté¢ u m/z do 400 Da muze byt v nékterych ptipadech
aplikaci téchto pravidel pfifazen pravé jeden sumarni vzorec. Pokud se
k sumarnimu vzorci ptida informace o viceuroviiovych fragmentacnich spektrech
a prohledaji se experimentalni databaze jako je napiiklad Metlin [76], HMDB [40],
mzCloud (https://www.mzcloud.org/), ChemSpider
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(http://www.chemspider.com/), MyCompoundID [77], Sance na ureni chemické
struktury je vyssi [24] [56] [57]. Pti lusténi konkrétni molekulové struktury
neznamé latky mohou byt napomocny programy, které umoziuji predikovat
fragmentaéni chovani molekul jako je napfiklad MassFrontier (Highchem,
Slovakia).

Ditlezitym aspektem strukturni identifikace nezndmého metabolitu je
dikladna reserSe studovaného biochemického procesu, nebot’ znalost enzymovych
pfemén metabolickych drah miize navést k hledani jen nejpravdépodobnéjsich
chemickych vzorct, které vychazeji ze znamych ziskl a ztrat atomi/funkénich
skupin mezi substratem a produktem. Schéma pracovniho postupu strukturni
identifikace neznamé latky, kterd byla nalezena jako statisticky vyznamna

v metabolomickych studiich DMP, je znazornéno na obrazku 10.

Porozuméni biochemické
podstaty choroby

4

Necilena metabolomicka analyza
se sbérem vicestupiiovych
fragmentacnich spekter

\ 4

Prohledani databazi s
informacemi o piesné m/z
molekulového iontu a fragmentii

@

In-silico predikce fragmentacniho
chovani kandidatnich molekul

¥

Ovéfeni struktury
certifikovanymi standardy

Obrazek 10. Pracovni postup strukturni identifikace neznamé latky 7 necilené

metabolomicke studie.
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Definitivni identifikace neznamé latky neni vzdy moznd. V roce 2007
Sumner a kolektiv [53] v ramci MSI shrnuli ¢tyti zakladni urovné spolehlivosti
identifikace neznamych latek.

Pro absolutni identifikaci (MSI uroven 1) urované latky je zapotiebi
experimentalné namétit minimalné dveé ortogonalni fyzikalné-chemické vlastnosti
jako jsou tgr, pfesnd m/z, pomér izotoptl, produktovd MS spektra, *H a/nebo *C
NMR spektra, dvourozmérna NMR spektra atd. Tato naméfena data musi byt ve
shod¢ s naméfenymi daty certifikovaného referenéniho materidlu (standard) za
identickych analytickych podminek.

Pro troven domnéle identifikované latky (MSI uroven 2) je opét zapotiebi
namérit dvé ortogonalni fyzikalné-chemicke vlastnosti. Identifikace je zaloZena na
porovnani dat s dostupnymi daty naméfenymi v jinych laboratofich nebo
porovnanim s dostupnymi spektralnimi knihovnami.

MSI aroven 3 odpovida domnéle identifikované latce, o které miizeme pouze
konstatovat, ze patii do urcité skupiny chemickych latek (acylkarnitiny,
fosfatidilcholiny, acylglyciny atp.) podle charakteristického spektralniho prvku,
ktery odpovida praveé dané chemické skupiné latek.

Latky, u kterych se nepodaii nalézt shodna spektralni data v databazich ani
literatute, se klasifikuji jako nezndmé (MSI troven 4), avSak pro budouci vyzkum

je pfinosné namétena data sdilet.
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3 CILE DISERTACNI PRACE

Diagnoza 1 nasledné kontrolni analyzy v prib&hu Zivota PKU pacientl zavisi
prevazné na sledovani hladiny fenylalaninu v krvi. Jeho koncentrace se ale vlivem
stravy muze v ¢ase menit, a proto i pies precizni pravidelnou kontrolu hladiny
fenylalaninu mohou mit pacienti zdravotni komplikace [1], [2]. V klinické praxi je
stala poptavka po biomarkerech PKU, které by 1épe reflektovaly odpovéd’ na 1écbu
a predikovaly budouci zdravotni stav.

HMGA se jevi jako vhodny kandiddt pro novorozenecky screening.
Soucasna metodologie neumoziuje stanovit diagnézu HMGA na zaklad€ analyzy
krevnich skvrn a vyzaduje dodateény odbér moce nebo plné krve pacientt [16].
Nalezeni novych specifickych biomarkert HMGA by umoznilo stanovit diagnézu
béhem novorozeneckého screeningu bez nutnosti opakovaného vzorkovani.

Cilem této disertacni prace bylo metabolomickymi ndstroji nalézt a
strukturné identifikovat nové biomarkery dvou znamych dédi¢nych metabolickych

poruch, PKU a HMGA.

-30 -



4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

Acetonitril, methanol, ethanol a voda LC-MS kvality byly zakoupeny u
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) stejné jako kyselina mravenéi a octova, a
chemické standardy Phe, glukozy (Glc), mandzy a galaktozy.

Nasledujici chemické standardy byly pouzity pro identifikaci/kvantifikaci:
izovalerylkarnitin ~ (IV-K),  3-methylkrotonylkarnitin ~ (3MC-K) a 2-
methylbutyrylkarnitin  byly zakoupeny u  Sigma-Aldrich  (Svycarsko).
Adipoylkarnitin a tiglylkarnitin u Sigma-Aldrich (Rakousko). 3MG-K byl z
Avanti (MA, USA). 3MGC and 3H3MG byl zakoupen u Sigma-Aldrich
(Némecko). Adipat u spolecnosti Fluka (Némecko) a 3MG-A u Sigma-Aldrich
(Indie).

4.2 Pristrojové vybaveni

e Analytické vahy Kern ABT 120-5DM (Kern, Némecko)

e (Centrifuga chlazend Rotina 420R (Hettich, Némecko)

e Centrifuga Mikro 120 (Hettich, Némecko)

e Vortex V-1 (BioSan, Lotyssko)

e pH metr CyberScan PC 150 (Thermo Fisher Scientific, USA)

e Ultrazvuk (JeKen, Cina)

e LC-MS/MS pfistroj: Sciex Exion AD kapalinovy chromatograf ve
spojeni s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 6500+ (Sciex,
Framingham, MA, USA) s elektrosprejovou ionizaci

e LC-HRMS" pristroj: UltiMate 3000 RS kapalinovy chromatograf
(Dionex, USA) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap

Elite (Thermo Fischer Scientific, USA) s elektrosprejovou ionizaci
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Piistrojové vybaveni v Nijmegenu:
e LC-HRMS pristroj: Agilent 6540 UHD Accurate-Mass Q-TOF (Santa
Clara, CA, USA) s elektrosprejovou ionizaci

4.3 Strukturni identifikace novych biomarkeri znamych dédi¢nych
metabolickych poruch na ziakladé vicestupnovych fragmentaé¢nich

spekter

Tato studie se zabyva urcenim molekulovych struktur neznamych m/z
signald, které byly vyznamné zvysSené ve vzorcich plazem pacienti s PKU a
HMGA v porovnani s kontrolami. Odbornd publikace s nazvem ,,Structural
elucidation of novel biomarkers of known metabolic disorders based on multistage
fragmentation mass spectra“ byla publikovana v roce 2018 v ¢asopise Journal of
Inherited Metabolic Disorders [24].

4.3.1 Material a metody

4.3.1.1 Vzorky

Vzorky plazem sedmi pacientt s diagnostikovanou PKU byly ziskany
Vv ramci rutinniho sledovani hladiny Phe béhem jejich 1é¢by (strava ochuzena o
Phe). Dale byly ziskany vzorky dvou pacienti S HMGA, jejichz diagn6za byla
potvrzena enzymovymi a genetickymi testy. Pro tuto studii se také podafilo ziskat
vzorek plazmy pacienta s MCCD, jehoz diagndéza byla rovnéz potvrzena
genetickymi testy. VSechny vzorky pacientd byly ziskany z Translacni
metabolické laboratofe Radboud univerzity Nijmegen, Holandsko.

Kontrolni vzorky plazem byly ziskdny z Laboratofe dédi¢nych
metabolickych poruch Fakultni nemocnice Olomouc. Odbér veskerého
biologického materialu byl proveden v souladu s Helsinskou deklaraci Svétové

zdravotnické organizace. VSechny vzorky byly anonymizovany.
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Pted analyzou byly vSechny vzorky skladovany pii -80 °C a nasledné
rozmrazeny pii 4 °C. Ke 100 pl alikvotu heparinované plazmy byla pfidana ledova
smés methanol/ethanol (1:1, 400 ul). Smés byla vortexovana 30 s a inkubovana
V lednici pii 4 °C po dobu 20 min. Vysrazené proteiny byly centrifugovany pii 4
°C a 22 600 g béhem 15 min. Supernatant o objemu 350 ul byl lyofilizovan a
rozpu$tén ve 100 ul vody obsahujici 0,1% kyselinu mravenéi. Vzorky byly
vortexovany 15 s a centrifugovany pii laboratorni teploté a 22 600 g po dobu 15
min. Druhy supernatant o objemu 90 pl byl pfeveden do LC vialek.

4.3.1.2 Vybér biomarkeri necilenou metabolomickou analyzou

Vybér potencidlnich  biomarker pomoci necilené LC-HRMS
metabolomické analyzy byl proveden podle postupu publikovaném jiz dfive v roce
2016 [78]. Pro separaci latek byla zvolena C18 kolona Acquity HSS T3 (Waters,
Milford, MA, USA, 100 x 2,1 mm, 100 A, 1,8 um) a pro jejich detekci byl pouzit
ptistroj QTOF-MS Agilent 6540 UHD (Santa Clara, CA, USA) Vv pozitivhim
moédu. Mobilni faze A obsahovala vodu s 0,1% kyseliny mravenci, pH = 2,66) a
mobilni faze B obsahovala smés methanolu a vody v poméru 99:1 s piidavkem
0,1% kyseliny mravenci. Pti pritoku 400 pl/min trvala analyza jednoho vzorku 25
min. Gradientova eluce méla nasledujici profil: t=0,0-1,0 min, 1 % B; t = 16,0—
20,0 min, 100 % B; t = 21,0-25,0 min, 1 % B. Tato separa¢ni metoda byla rovnéz
pouzita pro rozdéleni konjugatt Phe a hex6z. Detekce piki byla provedena pomoci
softwaru XCMS [63] a vysledna data byla zpracovana pomoci bioinformatického
procesu vyvinutého spolupracovniky v Nijmegenu (Holandsko). Vysledny soubor
tohoto zpracovani dat byl seznam m/z signali (viz kapitola 2.3.4), jejichz intenzity
se u pacienti vyznamné lisily od kontrolni skupiny, ktera se skladbou pohlavi a
véku shodovala se skupinou pacientd. U statisticky vyznamnych m/z signald, u
kterych byla nalezena shodna data o presné m/z a tr v HMDB 3.0 databazi [40],
byla provedena identifikace metabolitt (MSI tGroven 2). Tento postup zpracovani

metabolomickych dat byl klinicky validovan v Nijmegenu pomoci télnich tekutin
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pacientli se 48 zndmymi DMP a nazvéan jako “Metabolicky screening dalsi

generace™ [79].

4.3.1.3 Strukturni identifikace biomarkeru

Na statisticky vyznamnych m/z signalech, které¢ se nepodatilo strukturné
identifikovat v Nijmegenu, se dale pracovalo v Olomouci s vyuzitim LC-HRMS".
Pro analyzu statisticky vyznamnych m/z signald nalezenych v Nijmegenu byla
pouzita stejna Separacni metoda LC, jako je uvedeno v kapitole 4.3.1.2.
Hmotnostni spektra byla namétena na Orbitrapu Elite, hybridnim spektrometru s
orbitalni 1 linedrni iontovou pasti. Diky této kombinaci lze méfit vicestupniova
fragmentacni spektra. Presnost méieni hmot do 1 ppm byla zajiSténa interni
hmotnostni kalibraci na zakladé¢ diizooktylftalatu o teoretické hodnoté m/z
391,2843. Vzorky byly analyzovany v pozitivnim médu (2,8 kV)
s elektrosprejovou ionizaci. Teplota iontového zdroje a pienosové trubice byla
nastavena u obou na 350 °C. Nastaveni pomocnych plynt (kryci, pomocny a
Cistici) iontového zdroje bylo 50, 16 a 0 arbitrarnich jednotek. Celkovy sken byl
nastaven v rozsahu m/z 90-500 pfi rozliseni 120 000. MS" spektra byla naméfena
pfirozliseni 60 000 s vyuzitim kolizi indukované disociace (CID) s izolacni Sitkou
1 Da. Nastaveni energie pro CID fragmentace byla vzdy 35 jednotek
normalizované kolizni energie. Ziskané informace o sumarnich vzorcich, pfesné
m/z molekulovych iontt a jejich fragmentt jednotlivych statisticky vyznamnych
m/z signald, byly vlozeny do vyhledavacich algoritmt spektralnich databazi jako
je Metlin, ChemSpider, mzCloud, HMDB a MyCompoundID. Software
predikujici fragmentace molekul MassFrontier (Highchem, Slovensko) byl vyuzit
pii identifikaci jednotlivych m/z signali.

Jeden statisticky vyznamny m/z signal byl identifikovan jako konjugat Phe a
hexozy. Vzhledem Kk relativné vysoké koncentraci obou latek v organismu
pacientii s PKU byl ovéfovan teoreticky neenzymaticky vznik tohoto konjugatu
inkubaci 1 mmol/l Phe s 5 mmol/l Glc, mandzou, galaktézou, glukdzou-1-13C a

glukézou-6-°C po dobu 24 h. Kazdd hexdza vytvoiila konjugat s Phe. Tyto
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konjugaty byly dale analyzovany dal$imi dvéma LC metodami (amido-kolona
Acquity UPLC BEH a amino-kolona Supelco apHera) s cilem ziskat odlisné tr

konjugat.

4.3.2 Vysledky

4.3.2.1 Vybér biomarkeri

Pomoci LC-QTOF-MS byly analyzovany vSechny vyznamné zvysené m/z
signaly u pacientt trpici PKU a HMGA (viz. obrazek 11). Obrazek 11A ukazuje
intenzity iontu Phe u sedmi PKU pacientd tak, jak byly naméieny pomoci LC-
QTOF-MS analyzy. 11B ukazuje signal o hodnoté¢ m/z 295,1289, ktery byl
domnéle identifikovan pomoci HMDB databaze jako glutamylfenylalanin. Tento
konjugat byl uz dive popsan jako y-glutamylfenylalanin a oznacen jako biomarker
PKU vmoci [80] i vplazme¢ [81]. Studie tvorby y-glutamyl-konjugatu
katalyzované pomoci y-glutamyltranspeptidaz publikované v roce 1975 [82]
podporuje teorii o konjugaci glutamylu prostiednictvim y-uhliku. Tato anotace
byla potvrzena prostiednictvim komeréné¢ dostupného standardu -
glutamylfenylalaninu. Metabolomicka analyza vedla k identifikaci dalsich dvou
jiz diive popsanych biomarkerd PKU (viz. obrazek 11C a 11D),
fenylalanylfenylalanin (Phe-Phe) [81] a N-laktoyl-Phe [83]. Dalsi dva vyznamné
m/z signaly byly zvySené ve vzorcich PKU pacienti: m/z 328,1391 a 424,1716 (viz
obrazek 11E a 11F) v porovnani s kontrolami. HMDB databaze neposkytla zadné
navrhy molekulovych struktur pro tyto m/z signaly, kdy byly vyhledavany [M+H]*
a [M+Na]" ionty s odchylkou molekulové hmotnosti do 5 ppm. Je zajimavé, Ze
v ramci skupiny PKU pacientll mély tyto nezndmé latky vétsi rozptyl hodnot nez
bézné vyuzivany PKU biomarker Phe. Rovnéz korelace téchto latek k hladindm
Phe méla omezenou hodnotu, tj. R? <0,7.

Znamé diagnostické metabolity HMGA jako 3H3MG, 3HIV, 3HIV-K, 3MG-
K and 3MGC (cis- a trans-forma), byly u pacientl vyznamné zvySené ve srovnani

se skupinou kontrol. Jeden signal o hodnoté¢ m/z 288,1442, pro ktery nebyla
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nalezena zadna strukturu Vv databazich, byl vyznamné zvySeny ve vzorcich
pacientl trpicich HMGA (stejna m/z byla nalezena ve tfech tr viz. obrazek 11G)

vuci kontrolam.

-36 -



‘2ul21s -y yoajaued a af mua1ovd )Y J yoLuvaozAjpup 1pv.iog "(10y1]da.4 £y01Uy233) ID4YDAP UPAOZADUD 21 Ya.40z4 Apzvy D
(24pous) 1uvjo.uoy 1107 s upuaood ol pjoguaut dpzvy ‘mua1vd FOWH noap Yo10.40z4 24 74 1'gge z/w :(B) nisrewolq vONH
piizudlul O (pUaada) mualond NN d Yo&uaa] 1uipas y212.40za 24 [6€]'8ZE Z/W () FTLT'¥ey Z/W (8) -¥.0T'8ET Z/W ‘ayd-|Aopel
-N (p) :LyST'ETE Z/W ‘aud-eud (9) :682T'G6¢ Z/W ‘2Ud-NID (0) :€980°99T Z/u dYd (v) n2yivuiolq NNd nzuaiuf “IT 20440

$35° |
rrT88T Z/w (9

e A ]
¥£0T°LET Z/w ‘3Yd-|Ao3ael-N (a

3072 |
9TLT vy 2/ (3

#35°€ |
T6ET'8TE Z/W (4

S30°S S3LP A £30°€ 2]
LYST ETE Z/w ‘9Yd-3yd (D 68C1'S6T Z/w ‘Byd-n|o (g €980°99T Z/w 3yd (V

-37-



Neznamé signaly o hodnotach m/z 328,1391 a 424,1716 nalezené ve
vzorcich PKU pacientti a m/z 288,1442 nalezeny u HMGA plazem byly vybrany

pro dalsi charakterizaci a strukturni identifikaci pomoci LC-HRMS" analyzy.

4.3.2.2 Vicestupnova fragmentacni analyza pomoci Orbitrapu Elite

4.3.2.2.1 Fenylketonurie

Vyznamny signal m/z 424,1716 nalezeny v Nijmegenu pomoci LC-QTOF-
MS analyzy jako biomarker PKU byl detekovany v celkovém skenu LC-HRMS
analyzy jako m/z 424,1714. Tato hodnota odpovida sumarnimu vzorci C190H260gN3
pti hmotnostni odchylce 0,6 ppm a stupni nenasycenosti 9. Molekulovy ion byl
detekovan v tr 5,5 min. Mén¢ frekventované izotopy od molekulového ionty se
nepodaftilo detekovat, nebot” intenzita molekulového iontu byla ptili§ nizkd. Pro
tento m/z signal byl nalezeno v Metlin databazi (s hmotnostni odchylkou do 5 ppm)
56 navrhu struktur, z ¢ehoz jen 4 byly [M+H]" ionty odpovidajici tripeptidim Phe
se dvéma molekulami glutamové kyseliny (Glu): Phe-Glu-Glu, Glu-Glu-Phe, Glu-
Phe-Glu a 1ék carbidopum/levodopum. HMDB neposkytla zadny navrh struktury
(hledany jen [M+H]" a [M+Na]" ionty).

CID fragmentacni analyza molekulového iontu poskytla dva dominantni
fragmenty o m/z 295,1288 a 166,0862 a jeden minoritni ion 120,0806.
Fragmentacni ion o m/z 166,0862 odpovida molekule Phe a z jeho pfitomnosti v
MS spektru vyplyvaji dvé zasadni informace. Jednak poukazuje na vazbu Glu a
Phe prostfednictvim amino-skupiny patfici Phe a také zabrafiuje molekule Phe
nachazet se mezi dvéma molekulami Glu. Produktovy ion o m/z 120,0806 je znamy
charakteristicky fragment Phe. Fragmenta¢ni mechanismus je zndzornén na
obrazku 12. Na zakladé vysledkt fragmenta¢ni analyzy a in-silico vypoéti pomoci
softwaru MassFrontier byla neznama latka o m/z 424,1714 identifikovana jako
Glu-Glu-Phe.

-38-



MS?
MS® 295.1288
100 166.0862
100
120+, OH
9
= 120.0806 o
N 1.04E3 HN 0
2] 0 o
c 166 NH,
% NH
2 0
166.0862 295
OH
(o] OH
o 6.36E3
100 200 300 400 .

Obrdazek 12. CID MS? a MS2 fragmentacni spektra Glu-Glu-Phe.

Dalsi vyznamné zvySeny signal u PKU pacientl byl detekovan s m/z
328,1391, ¢emuz odpovida sumarni vzorec CisH2207N pii hmotnostni odchylce
0,5 ppm a stupni nenasycenosti 6. Molekulovy ion byl nalazen v tr 4,4 min a
relativni intezity jeho *C1, *C; a *Cs izotopti byly 15,1 % 1,9 % a 0,3 %. Tento
sumarni vzorec odpovida podle ChemSpider a databaze MyCompoundID kojugatu
Phe a hexozy. Vysledkem MS? CID fragmentaéni analyzy byl jediny dominanti
ion (m/z 310,1285 odpovidajici ztraté molekuly vody), ktery v MS® CID
fragmentacni analyze poskytl bohaté produktové spektrum, jenz bylo uzite¢né pro
strukturni identifikaci, viz obrazek 13. lonty 0 m/z 166,0863 a 120,0808 odpovidaji
Phe a jeho hlavnimu fragmentu s neutralni ztratou 46,0051 (HCOOH).
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Inkubacéni experimenty Phe s hex6zami vedly K neenzymatickému vzniku
konjugatli Phe a hexdz. Syntetizované konjugaty Phe-Glc, Phe-mandza a Phe-
galaktoza koeluovaly v LC nezavisle na pouzité stacitonarni fazi (C18, amino i
amido fazi). Pravdépodobné¢ z divodu shodné orientace molekul kojugata ke
stacionarni fazi koncem tvofenym molekulou Phe. Fragmenta¢ni hmotnostni
spektra (MS? a MS?®) syntetizovanych kojugatti Phe-Glc a Phe-manézy byla shodna
S fragmenta¢nimi spektry naméfenymi ve vzorcich plazem PKU pacienti a
zaroven byla ve shodé s in-silico predikovanymi produktovymi spektry.

Fragmentacni analyza syntetizované¢ho konjugéatu Phe s izotopové znacnym
standardem gluko6za-1-13C potvrdila vazbu mezi Phe a atomem uhliku C1 patiici
Glc. Vysvétlenim je piitomnost produktového iontu 0 m/z 179,0896 v MS3 spektru,
zatimco ion o m/z 178,0863, ktery by odpovidal druhé nejpravdépodobnéjsi
konjugaci prostiednictvim atomu uhliku C6 patiici Glc, v MS?® spektru piitomny
nebyl, viz. obrazek 14. Pfitomnost fragmentu v MS?® spektru o m/z 133,0842
potvrdila konjugaci Phe ke Glc prostiednictvim amino skupiny (pro porovnani -
obrazky 13 a 14).
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Obrazek 14. MS? fragmentacni spektra A) Phe-hexozy nalezené ve vzorcich plasmy

PKU  pacienti,

B)

syntetizovaného

syntetizovaného konjugdtu Phe-glukézy-1-13C.

konjugatu

Phe-glukézy-6-13C, C)

Kromé vySe uvedenych biomarkerii byly u pacienti s PKU nalezeny také

konjugaty nedavno popsané literatufe a to Phe-Phe [81] a N-laktoyl-Phe [83].

Jejich molekulové struktury byly charakterizovany stejnym postupem jako bylo

popsano vyse. Dipeptid Phe byl detekovan v plazmé PKU pacienti pomoci LC-

HRMS orbitrap analyzy jako m/z 313,1547, coz odpovida sumarnimu vzorci

C18H2103N2 pii presnosti urceni molekulové hmotnosti 0,1 ppm a ekvivalentu
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nenasycenosti 0 hodnoté¢ 10. Molekulovy iont byl detekovan vitr 8,9 min
srelativni intenzitou izotopti 3C; 16,0 % a *C; 1,0 %. Relativni intenzita
teoretického izotopového vzoru pro sumarni vzorec C1gH2103N2 je 13C1 19,5 % a
13C; a 1,8 %. CID fragmentaéni analyza molekulového iontu poskytla ionty o m/z
103,0541, 120,0808, 166,0862, 267,1491 a 296,1279. Podle Metlin databaze
odpovida m/z 313,1547 s ptesnosti molekulové hmotnosti do 1 ppm bud’ N-[4-
[(hydroxyamino)karbonyl]fenyl]-aS-(1-methylethyl)-benzenacetamidu nebo Phe-
Phe. Na zaklad¢ experimentalnich fragmentac¢nich dat (viz obrazek 15) a in-silico

vypocti byla m/z 313,1547 charakterizovana jako konjugat Phe-Phe.

120.0808

3 166.0862

E 103.0541

0+ [ Y 1 1 1 T 1 1 T T 1

100 150 200 250 300
miz

29?-]2|8° 24565

Obrazek 15. CID MS? fragmentacni spektrum Phe-Phe nalezeného v plazmé PKU

pacientii.

Dal$i zndmy biomarker PKU, ktery byl charakterizovan jiz dfive jako N-
laktoyl-Phe byl rovnéz detekovan pomoci LC-HRMS orbitrap analyzy. Jeho m/z
238,1074 odpovida sumarnimu vzorci C12H1604N pfi piesnosti ur€eni molekulové
hmotnosti 0,1 ppm a ekvivalentu nenasycenosti o hodnoté 6. tr molekulového
iontu byl 9,5 min s relativni intenzitou izotopu *3Cy 11,5 %. Relativni intenzita
teoretického izotopového vzoru pro sumarni vzorec C12H1604N je 13,0 % pro 3C,

izotop. Naméfené CID MS? spektrum obsahuje fragmenta¢ni ionty o m/z
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120,0808, 166,0862, 192,1019 a 220,0969. Dominantni ion v MS? spektru o m/z
192,1019 byl fragmentovan dale a jeho MS® spektrum obsahuje ionty o m/z
120,0808 a 148,0757. Fragmentacni draha 238,1074/192,1019/148,0757
piedstavuje neutralni ztratu mravenci kyseliny v prvnim kroku a poté neutralni
ztratu acetaldehydu v nasledujicim kroku, coZ potvrzuje konjugaci Phe a laktatu
prostiednictvim NH skupiny, viz obrazek 16. Tabulka 1 shrnuje biomarkery PKU,

které byly pozorovany v této studii.

Tabulka 1. Biomarkery PKU pozorované v této studii.

pramér intenzit

metabolit m/z (M+H*) tr (min) praimér F-Ch (pac/kon)

pac kon
Phe 166,0863 4,6 3 2,27e7 7,67e6
Glu-Phe 295,1289 7,1 12 2,45e5 2,00e4
Phe-hexdza 328,1391 52 19 1,94e5 1,00e4
Glu-Glu-Phe 424,1714 7,6 320 3,01e3 9,47e0
Phe-Phe 313,1547 8,9 4 1,60e4 3,68e3
N-laktoyl-Phe  238,1074 9,5 N/A 1,07e3 N/A

Pozn. pac — pacienti, kon — kontroly, N/A: V kontrolnich vzorcich byla odezva pod

limitem detekce, coz znemoziuje vypocet fold-change (F-Ch).
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4.3.2.2.2 Deficit 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyazy

Tti chromatografické piky s tr 4,6 min, 5,0 min a 5,2 min byly nalezeny se
shodnym m/z 288,1440, coz odpovida sumarnimu vzorci C13H200sN (hmotnostni
odchylka 0,6 ppm a stupeni nenasycenosti 4). VSechny chromatografické piky
poskytly stejné CID MS? fragmentac¢ni ionty, které se pouze lisily svou relativni
intenzitou, viz obrazek 17B-D. Srovname-li tyto spektra s fragmenta¢nim
spektrem 3-methylglutarylkarnitinu (viz obrazek 17A), nalezneme hmotnostni
rozdil 2,0085 Da u tfech nejdominantnéjSich fragmenti, ktery odpovida dvéma
vodikovym atomim, které ma 3-methylglutarylkarnitin ve své struktufe navic.
Produktové ionty o m/z 85,0281 a 144,1019 odpovidaji znamym fragmentim
acylkarnitinti. Pfitomnost karnitinu ve struktufe byla potvrzena i charakteristickou
neutralni ztratou 161,1050 (288,1440 — 127,0390). Tyto informace spolecné
s biochemickou logikou naznacuji, Ze statisticky vyznamny signal u pacientii
s HMGA odpovida 3-methylglutakonylkarnitinu a jeho izomerim. Tabulka 2
shrnuje pozorované acylkarnitinové biomarkery v plazmé pacientt s HMGA.
Vzhledem k tomu, Ze byly dostupné jen dva vzorky pacientii, nebyly vypocitany
F-Ch jednotlivych biomarkerti mezi skupinou pacientd a kontrol, ale je uveden

pouze prumer intenzi.

Tabulka 2. Biomarkery HMGA pozorované v té studii.

. m/z tr sumarni prumér intenzit
acylkarnitin ]
(M+H")  (min) vzorec pac kon
3-hydroxyizovaleryl 262,1649 4,1 C12H24NOs 6,59e6  5,86e4

3-methylglutakonyl izomer A 288,1442 4,6 C13H22NOs 3,46e5 N/A
3-methylglutakonyl izomer B 288,1442 5,0 C13H22NOs 1,23e5 N/A
3-methylglutakonyl izomer C  288,1442 5,2 C13H22NOs 5,40e5 N/A

3-methylglutaryl 290,1598 5,1 C13H24NOs 7,41e6  3,12e4

Pozn. pac — pacienti, kon — kontroly; N/A: V kontrolnich vzorcich byla odezva pod

limitem detekce.
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4.3.3 Diskuze

Soucasné hybridni HRMS pfistroje obsahujici linearni i orbitalni iontovou
past mohou dosahovat presnosti ur¢eni molekulové hmotnosti pod 1 ppm a to diky
externi kalibraci a hlavn€ online hmotnostni korekci prostfednictvim “lock mass®
funkce [84]. Uroveni této hmotnostni piesnosti vyznamné sniZuje podet
teoretickych sumarnich vzorcu, které odpovidaji dané m/z. Vysoké rozliseni (1 000
000) soucasnych orbitrapti umoziiuje odlisit i slouceniny, které jsou pii niz§im
rozliSeni (napt. 30 000) u starSich TOF-MS pfistroji maskovany piekryvem
Sirokych hmotnostnich piki [52]. MS data naméfena pii vysokém rozliSeni
poskytuji informace 1 o 1zotopové Cetnosti a pomérech atomil ve struktufe, které
jsou pro nekteré prvky typické a mohou tak odhalit jejich pfitomnost v ur€ované
molekule [85], [86]. Tyto schopnosti HRMS" pfistroji umoznuji piekonat obtize s
identifikaci neznamych latek v metabolomickych studiich.

Tato studie ukazuje vyhody kombinace necilené metabolomické analyzy
s LC-HRMS" a demonstruje schopnost spolehlivé identifikovat struktury novych
potencialnich  biomarkeri znamych DMP. S vyuzitim vicestupiiovych
fragmentacnich analyz se podafilo urcit molekulovou strukturu neznamych latek,
které byly nalezeny metabolomickym pfistupem u vzorkd plazem pacientt trpicich
PKU a HMGA. Tyto neznamé latky charakterizované jako potencidlni biomarkery
byly nalezeny pomoci “metabolického screeningu dalsi generace™ [79] zalozené
na LC-QTOF-MS systému v Nijmegenu, zatimco strukturni identifikace pomoci
LC-HRMS" analyz probéhla v Olomouci. Identita téchto latek se podafila urcit ve
vzorcich plazmy bez jakéhokoli zakoncentrovani a precistovani.

Krom¢ strukturniho potvrzeni znamych biomarkert PKU Phe-Phe a N-
laktoyl-Phe byly pozorovany i nové biomarkery s m/z 424,1714 a 328,1391. LC-
HRMS" fragmentacni analyza signalu m/z 424,1714 odhalila informace, na jejichz
zaklad¢ byla identifikovana jedina odpovidajici struktura, a to tripeptid Glu-Glu-
Phe. Z pohledu MSI (viz kapitola 2.3.6) [53] spolehlivost identifikace Glu-Glu-
Phe odpovida trovni 2. Za zminku stoji fakt, Ze pro Glu-Glu-Phe byl vypocitan
nejveétsi F-Ch mezi pacienty a kontrolni skupinou. Intenzita této latky vsak u

jednoho pacienta byla pod limitem detekce, piestoze hladina Phe naméiena v jeho
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vzorku byla srovnatelna s ostatnimi PKU pacienty. Druhy novy biomarker PKU
sm/z 328,1391 byl identifikovan jako konjugat Phe-hexozy (MSI uroven 3).
Inkubaci Phe s Glc, manozou a galakt6zou se podatilo napodobit ne-enzymatickou
konjugaci in vitro. Vysledky LC-HRMS" analyz téchto in vitro syntetizovanych
konjugati spole¢n¢ se skute¢nosti, ze nejdostupné;jsi hexoza in vivo je Glc, vedly
k zavéru, ze konjugat Phe-GlIc je nejpravdépodobnéjsim kandidatem identifikace.
Rozdily namétenych hodnot mezi pacienty a kontrolni skupinou byly vétsi u nové
identifikovanych biomarkerii ve srovnani s klasickym biomarkerem PKU (Phe),
viz tabulka 1. Vzhledem k teoreticky ne-enzymatickému mechanismu vzniku
konjugatu Phe-Glc je mozné formulovat hypotézu, ze jeho méfenim by se dala
sledovat dlouhodob¢jsi hladina Phe in vivo nez méfenim samotného Phe (analogie
méfeni glykovaného hemoglobinu k méteni Glc). Tripeptid Glu-Glu-Phe by
teoreticky mohl také vznikat ne-enzymatickou konjugaci a podobné inkubacni
experimenty jako u Phe-hexozy je tieba provést, aby se tato hypotéza otestovala.
Nizsi korelace mezi hladinami Phe a hladinami nové nalezenych PKU biomarkert
naznacuje, ze tyto latky by mohly poskytnout dodate¢nou informaci o klinickém
stavu PKU pacientd. Budouci studie slozena z vétsiho poctu klinicky dobfte
definovanych PKU pacientli by méla ovéfit, jestli sledovani hladin Glu-Glu-Phe a
Phe-Glc muze pozitivné€ ovlivnit jejich dlouhodoby zdravotni stav.

Ve vzorcich plazem pacientt s HMGA byly nalezeny tfi neobvyklé piky
s identickou pifesnou hmotnosti 288,1440 Da. Tyto tf1 signdly poskytovaly 1
shodné fragmentacni ionty na jejichz zdkladé byly nasledné identifikovany jako tfi
pozi¢ni izomery 3MGC-K (MSI troven 2). 3MGC-K byl uz pozorovan v silné
precistované moci pacienti s MGCA pomoci MS se starSim typem ionizace
(bombardovani tézkymi atomy) [87]. Autofi vSak identifikovali pouze jeden
izomer 3MGC-K a jeho piitomnost v moci pfipisovali 1é¢bé pacienta L-
karnitinem. Béhem nasi studie byl k dispozici i vzorek plazmy pacienta s MCCD.
Defektni enzym této choroby katalyzuje reakci v degradacni metabolické draze
leucinu pted krokem, ktery katalyzuje HMG-CoA lyaza. Proto u MCCD nebylo
o¢ekavano hromadéni 3MGC-K. Piesné podle predpokladu, zadny signal o m/z
288,1440 nebyl v plazme¢ pacienta s MCCD nalezen. Primarni plazmaticky
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biomarker HMGA, 3HIV-K, je bézn¢ pozorovan i v plazmé pacienti s MCCD a
mnohocetnym deficitem karboxylaz. Sledovani 3MGC-K by mohlo zvysit
specificitu diagnostického testovani, které by mélo vyznam napiiklad v NBS.
Podobné¢ jako v piipad¢ nove nalezenych potencidlnich biomarkeru PKU, skutec¢na
ptfidand hodnota sledovani 3MGC-K u HMGA je tieba ovéfit dalsi studii, ktera se

bude skladat z vétsiho poctu klinicky dobie definovanych pacientt.

4.4 Diagnostika 3-hydroxy-3-methylglutarové acidurie v ramci

novorozeneckého screeningu

Tato studie si dala za cil nalézt nové potencialni plazmatické biomarkery
HMGA. Pomoci necilené metabolomické analyzy byly v plazmé pacienti
nalézeny zvySené hladiny (viici kontrolam) acylkarnitind a organickych kyselin,
které jsou biochemicky odvozeny od meziprodukt leucinové degradac¢ni drahy.
Nasledujici experiment se tykal cilené analyzy diskriminujicich metaboliti
Z ptedchoziho experimentu a kladl si za cil demonstrovat jejich diagnosticky
potencidl ve vzorcich krevnich skvrn pacienti s HMGA pro moznost vyuziti
v NBS. Méfeni téchto metaboliti v ramci NBS umozni specificky diagnostikovat
HMGA bez nutnosti ovéfovaci analyzy organickych kyselin v moci pacienta.
Publikace na toto téma s nazvem ,,A newborn screening approach to diagnose 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase deficiency* byla publikovana v roce 2020
v ¢asopise JIMD Reports [88].

4.4.1 Material a metody

4.4.1.1 Vzorky

Vzorky plazem pro necilenou metabolomickou analyzu byly ziskany od 5
pacienti s HMGA — 3 divky (stafim 4, 17 dnti a 8 let) a 2 chlapci (stafim 1 a 5 let).
Diagnéza téchto pacientll byla potvrzena enzymovymi a genetickymi testy.
Kontrolni vzorky plazem byly ziskany od 19 déti (9 chlapcti a 10 divek ve véku
mezi 2 a 17 let) odbérem krve do 5 ml vakuovych zkumavek K3EDTA Vacuette
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Greiner (Némecko) pii laboratorni teploté a centrifugaci na 3000 X g trvajici 10
min. Odebrana plazma byla skladovana v mrazicim boxu pii -80 °C. Vzorky
pochazejici od spolupracujicich laboratofi byly doru¢eny na suchém ledu do 48
hodin.

V cilené LC-MS/MS analyze byly pouzity tfi typy kontrolnich vzorki
krevnich skvrn: vzorky zdravych novorozenct (KonA, n = 14) odebranych
maximalné ti1 tydny pted analyzou (reprezentujici kontroly vii¢i potenciondlné
nov¢ diagnostikovanym novorozencim s HMGA), vzorky zdravych novorozencti
(KonB, n = 14) odebranych ptiblizné 6 let pied analyzou (reprezentujici kontroly
vuci starym vzorkiim krevnich skvrn pacienti, které se podaftilo ziskat pro tuto
studii) a vzorky zdravych jedincii ve véku 1 mésic az 15 let (KonC, n = 27), jejichz
vzorky krevnich skvrn byly odebrany maximalné dva mésice pied analyzou
(reprezentujici kontrolni vzorky odpovidajici stafi pacienti s HMGA, které se
podafilo ziskat pro tuto studii). VSechny kontrolni vzorky byly odebrany
v Laboratofi dédicnych metabolickych poruch Fakultni nemocnice Olomouc.

Vzorky krevnich skvrn geneticky potvrzeného pacienta s HMGA (Pacl —
divka, 1écena specialni stravou s nizkym obsahem proteinti a pravidelnou davkou
L-karnitinu, poskytla 20 vzorkt v rozsahu véku 4,4 az 15,2 rok) byly ziskany od
spolupracujici laboratofe ve Freiburgu (Némecko). Dalsi vzorek geneticky
potvrzeného pacienta (Pac4 — novorozeny chlapec diagnostikovany 10 dni po
porodu poskytl vzorek pied zahajenim 1€€by) byl ziskan z Détské univerzitni
nemocnice v Banské Bystrici (Slovensko). Do studie byli zahrnuti i dalsi dva
pacienti z némeckého Hannoveru, jejichz diagndza HMGA nebyla zatim

potvrzena genetickymi testy (Pac2 a Pac3 — dvé divky ve v€ku 5,6 a 10,0 let).

4.4.1.2 Metody

Vzorky plazem pacientt s HMGA a kontrol byly analyzovany pomoci
necilené metabolomiky s vyuzitim LC-HRMS" scilem odhalit metabolity
odliSujici tyto dvé skupiny. Po statistickém vyhodnoceni a zpracovani dat byly

ureny fyziologické koncentrace nejvice diskriminujicich latek pomoci LC-
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MS/MS analyzy 55 kontrolnich vzorkt krevnich skvrn. Stejné tak byly vypoc¢itany
patologické koncentrace diskriminujicich metabolith v krevnich skvrnach
pacientt. Pfehled provedenych experimenti i s metodami zpracovani dat je
k nahlédnuti na obrazku 18. Forma vSech publikovanych dat je v souladu

s minimalnimi publikacnimi pozadavky iniciativy MSI [53].

Nalezeni a identifikace potencialnich biomarkeru

Necilena metabolomicka analyza plazmatickych vzorku
Pacienti (n=5) / Kontroly (n=21)

LC-HRMS® (Orbitrap Elite, Thermo Fisher Scientific)
Datovée zavislé fragmentace

Analyza dat

Zpracovani dat (Compound Discoverer, Thermo Fisher)
Odstranéni aduktu a fragmentu

Statisticka analyza 429 m/z signalu

Detekce odlehlych hodnot (odstranéni 2 kontrolnich vzorki)
LOESS, In-pqn transformace dat

Jedno/mnohorozmeérna statistika (PCA, OPLS-DA,
Bayesovsky vulkano graf, boxploty, atd.)

.

Konfirmacni studie pro aplikaci v praxi

Cilena analyza DBS
Pacienti n=4 (vicenasobny odbér; pocet vzorku n=23)
Kontroly:  KonAn=15
- vék < 4 dny; odbér v roce 2019
KonB n=15
- vék < 4 dny; odbér v roce 2012
KonC n=30
- vék 1 meésic — 15.5 let; odbérv roce 2019
LC-MS/MS (Qtrap 6500+, Sciex), kvantitativni analyza

Analyza dat

Analyza 20 metabolitu

Bez transformace dat

Detekce odlehlych hodnot (odstranéni 5 kontrolnich vzorki)
Jednorozmeérma statistika (boxploty, t-test)

Obrazek 18. Prehled provedenych experimentui.
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4.4.1.2.1 Necilena metabolomicka analyza

Vzorky plazem byly rozmrazeny v lednici pii 4 °C a 50 ul alikvot
heparinovanych plazem byl pfeveden do polypropylenovych zkumavek. Do kazdé
byla ptidana vymrazena smés methanolu/ethanolu (1:1, 200 ul) pro vysrazeni
proteind. Vzorky byly vortexovany po dobu 30 s a inkubovany pfi -80 °C pies noc.
Poté byly vzorky centrifugovany pii 21 300 X g po dobu 15 min pii 4 °C.
Supernatant (220 ul) byl lyofilizovan a rozpustén ve vodé (100 ul) s pfidavkem
0,1% mravenci kyseliny. Po homogenizaci byly vzorky centrifugovany pii 21 300
X g po dobu 15 min pti 4 °C. Systémové QC vzorky byly pfipraveny ze smési
alikvotii vSech pacientskych vzorkli a smési alikvoti vSech kontrolnich vzorkl
Vv poméru 1:1, aby bylo zabranéno zifed'ovacimu efektu vyznamné vyssiho poctu
kontrolnich vzorki nad poctem pacientskych vzorkd. VSechny vzorky byly
analyzovany V jediné sérii analyz skladajici se z QC vzorki (7), blankt (jeden na
zacatku a jeden na konci série), QC vzorki (8), béhem jejichz analyz byly méteny
datové zavisla fragmentacni spektra, smési standardi pro odliSeni izobarickych
latek (4) a systémovych QC vzorku (kazda 6. analyza v potadi). Vzorky kontrol a
pacientli byly analyzovany v nahodném potadi.

Vsechny vzorky byly aplikovany na kolonu Acquity HSS T3 s reverzni C18
fazi, ktera byla vyhtivana na 40 °C uvniti LC systému Ultimate 3000 (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA). Byl pouzit 5 pl nasttik s vyuzitim 40 pl vzorkovaci smycky
a oplachem jehly mobilni fazi B mezi jednotlivymi nastiiky vzorkd.
Chromatograficka metoda (sloZeni mobilnich féazi, gradient, pritok, teplota
kolonového prostoru) byla stejna, jako v kapitole 4.3.1.2. LC systém byl propojen
s hybridnim Orbitrapem Elite, ktery byl nastaven stejné jako v kapitole 4.3.1.3.
Byla vyuzita elektrosprejova ionizace v pozitivnim modu (2,8 kV). Celkovy sken
sbiral data v rozsahu m/z 90-1000 pfi rozliseni 120 000. Pfesnost méfeni m/z byla
niz§i nez 1 ppm diky externi kalibraci (kalibratni mix pro pozitiv, Thermo
Scientific, San Jose, USA) a online hmotnostni korekci pomoci diizooktylftalatu o
teoretické hodnoté m/z 391,2843.

Pro datové zavislé fragmentacni analyzy byl vytvofen seznam m/z signalt,

které m¢li ve vzorku blanku odezvu alespon 30 000. Tyto hodnoty m/z nebyly
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analyzovany bcéhem fragmentacnich analyz QC vzorkd. Datové zavislé
fragmentacni analyzy byly méfeny pii rozliSeni 15 000 a to prostiednictvim dvou
typt fragmentacnich technik, tj kolizemi indukovanou disociaci (CID) a disociaci
velkou kolizni energii (HCD). Pét nejintenzivnéjSich iontd bylo fragmentovano
Vv kazdém skenovacim cyklu, a to ve ¢tyfech m/z rozsazich 90-200, 200-400, 400—
600 and 600-1000 (jeden nastiik QC vzorku na kazdy m/z rozsah a typ
fragmentace). U CID fragmentaci byla pouzita energie 35 jednotek normalizované

kolizni energie a u HCD fragmentaci to bylo 50 jednotek.

4.4.1.2.1.1 Zpracovani dat

K detekci a integraci chromatografickych pikli byl vyuZit program
Compound Discoverer 3.0, kterym byly doplnény chybéjici hodnoty (hodnotou
Sumu), Srovnany retencni ¢asy a odstranény piky majici intenzitu pod 10 000.
Kompletni seznam nastavenych parametrti v programu Compound Discoverer je
vypsan v kapitole 10. Ptilohy. Spojeni adukti, izotopil a fragmentli vznikajicich
ve zdroji od kazdého jednotlivého metabolitu probéhlo ve statistickém software R
(v3.5.0) tak, jak je popsano v publikaci Koufil, de Sousa a kolektiv [65]. Korekce
signalu pomoci lokalni regrese (LOESS, viz kapitola 2.3.4) [67] byla provedena
pomoci softwarového balicku Metabol [89] v R programu. Metabolity/signaly,
které mély pro QC vzorky vyssi variaéni koeficient nez 30 % byly z finalni datové
tabulky odstranény. Data byla normalizovana podle pravdépodobnostniho
kvocientu [90] a pro jejich skalovani byl pouzit piirozeny logaritmus [91]. Detekce
odlehlych hodnot byla provedena v rdmci skupin pomoci ROBPCA metody, ktera
kombinuje robustni kovarian¢ni odhad s technikami sledovani projekce [92], které
jsou soucasti balicku Metabol [89]. [88]. Na zaklad¢ vysledkti metody byly dva
kontrolni vzorky ur€eny jako odlehlé¢ a jejich celkovy pocet se snizil na 19.

Po téchto upravach dat z necilené metabolomické analyzy se pftistoupilo
k jejich vizualizaci pomoci mnohorozmérnych statistickych metod jako je PCA a
OPLS-DA (viz kapitola 2.3.5). Kromé bayesovského vulkanového grafu byly
vSechny vypocty a grafické vystupy provedeny v softwarovém balicku Metabol

[89]. Kuréeni nejvice diskriminujicich metaboliti mezi skupinami pacienti a
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kontrol (tj. potencidlnich biomarkeri) byly vybrany vystupy z bayesovského
vulkanového grafu [71] a VIP grafu z OPLS-DA. Pouze metabolity se vzdalenosti
intervalu s nejvyssi hustotou aposteriorniho rozdéleni (HDI) od nuly alespon 2 a
metabolity s VIP skore vétsim nez 2 byly povazovany za dostateéné vyznamné,

aby se u nich provedla strukturni identifikace.

4.4.1.2.1.2 Strukturni identifikace diskriminujicich metabolith

Identifikace diskriminujicich metabolitd byla provedena v souladu s principy
MSI [53]. Identita acylkarnitinti a organickych kyselin odvozenych od degrada¢ni
metabolické drahy leucinu byla potvrzena srovnanim piesné molekulové
hmotnosti, fragmenta¢nich spekter a reten¢nich ¢asti s certifikovanym referen¢nim
materialem (MSI aroven 1). VSechny diskriminujici metabolity, pro které nebyly
odpovidajici standardy komeréné dostupné, byly identifikovany na zakladé presné
molekulové hmotnosti, porovnanim fragmentacnich spekter a oblasti eluce
Z chromatografické kolony s podobnym typem metabolitu, od néhoZ byl komer¢ni
standard dostupny (MSI troven 2). Diskriminujici metabolity, které se nepodatilo

strukturn¢ identifikovat, byly oznaceny jako neznamé (MSI uroven 4).

4.4.1.2.2 Cilena LC-MS analyza krevnich skvrn

K ovéteni diagnostického potencidlu diskriminujicich metabolitii z necilené
metabolomické analyzy pro ucely NBS byla provedena analyza 23 krevnich skvrn
od 4 pacienti s HMGA (jeden pacient poskytl v prubéhu Zivota 20 vzorkl) a 60
kontrolnich vzorkt. Analyzovalo se pomoci LC systému Sciex Exion AD, ktery
byl propojeny s MS pfistrojem Qtrap 6500+ nastavenym na ¢asoveé zavisly MRM
mod. LC-MS/MS metoda obsahovala MRM piechody, které odpovidaly
metabolitim nalezenym necilenou metabolomickou analyzou vzorkil plazem
pacientti s HMGA. Metoda navic obsahovala i MRM ptechody metaboliti, které
by se na zaklad¢ biochemické podstaty onemocnéni daly teoreticky ocekavat, tj.

acylglyciny, acylkarnitiny a organické kyseliny vztahujici se k defektni
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metabolické draze. Kompletni seznam MRM piechodi LC-MS/MS metody v

pozitivnim modu je uveden v Tabulce 3 a v negativnim modu v Tabulce 4.

Tabulka 3. Seznam sledovanych metaboliti v cilené LC-MS/MS analyze -

pozitivni mod

MRM pozitiv Q1 Q3 DP CE
L-karnitin 162,1 850 51 29
L-karnitin-D9 171,1 851 51 29
C5-karnitin 246,2 851 56 29
C5-karnitin-D9 2552 850 66 20
3MC-K 244,1 849 41 29
3MC-Gly 262,2 850 60 30
3HIV-K 288,2 850 41 29
3MGC-K 290,1 2129 51 23
3MG-K 282,3 849 70 35
C5-DC-D9 306,2 850 51 23
3H3MG-K 160,0 758 1 13
Leu 1580 828 6 15
LeulLeu 132,0 859 43 17
izovaleryl-Gly 2452 132,1 10 19
inosin 268,9 136,9 81 21
mevalonolakton 1310 69,1 1 13
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Tabulka 4. Seznam sledovanych metaboliti v cilené LC-MS/MS analyze -

negativni mod

MRM negativ Q1 Q3 DP CE
3HIV 116,9 58,9 -25 -14
3MGC 1429 989 -5 -10
3MG 1449 59,0 -70 -30
3H3MG 160,9 98,9 -25 -16
2-OH izokaproat 131,0 85,0 -50 -17
adipat 1449 80,9 -35 -26
acetoacetat 101,0 57,2 -50 -15
methymalonat-D3 120,0 76,0 -25 -14

hexanoyl-Gly 3C2 N 1750 77,0 -10 -16

Ptiprava vzorki zahrnovala odebrani jednoho vyfezu s primérem 3,0 mm z
kazdého vzorku krevni skvrny, ktery ktery se nasledné extrahoval ve 100 pl
methanolu obsahujici izotopové znacené standardy izovalerylkarnitin-D9 a
methylmalonyl-D3. Extrakty byly po 20 min na tiepacce (405 rpm) lyofilizovany
a rozpuStény ve 100 ul 0,1% kyseliné mravenc¢i. Vzorky se po homogenizaci
centrifugovaly na 21 300 x g pfi 4 °C po dobu 10 min a 90 pl supernatantu bylo
pievedeno do UHPLC vialek. Sesti bodova kalibraéni smés tii standardd 3HIV,
3MGC a 3H3MG byla pouzita pro vypocet jejich koncentrace v krvi. Pro tento
vypocet byl aplikovan fedici faktor 62,5 (vyfez byl extrahovan 100 pl
rozpoustédla) nebot’ podle nedavné studie [93] bylo zjisténo, Ze jeden vyiez o
prumeéru 3,0 mm z krevni skvrny obsahuje 1,6 pl krve.

Vsechny vzorky byly aplikovany na stejnou kolonu, jako v ptipadé necilené
metabolomické analyzy. Kolona byla vyhtivana na 30 °C v kolonovém prostoru
LC syst¢tmu zminéném vySe. Mobilni faze se sklddala z A — 0,5% mravenci
kyseliny a B — ACN s ptidavkem 0,5% mravenci kyseliny. Pfi pratoku mobilni
taze 350 pl/min byla délka analyzy 26 min. Gradientova eluce méla nasledujici
profil: t = 0,0-2,0 min, 0 % B; t = 9,0 min, 20 % B; t = 17,0-20,0 min, 95 % B;
21,0-26,0 min, 0 % B. Teplota autosampleru byla 4 °C. Vzorky byly analyzovany
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Vv pozitivnim (4,5 kV) a negativnim modu s elektrosprejovou ionizaci. Teplota
iontového zdroje byla 450 °C. Tlak cloniciho plynu (,,curtain gas) byl nastaven
na 35 psi a oba pomocné plyny iontového zdroje byly nastaveny na 50 psi.
Integrace pikt byla provedena v programu MultiQuant 3.0 (SCIEX) a
vyhodnoceni pak v programu Microsoft Excel (MS Office 2016). Plochy
zintegrovanych pikt organickych kyselin byly vydéleny plochou piku
methylmalonatu-D3, vSechny ostatni metabolity byly vydéleny plochou piku
izovalerylkarnitinu-D9. Koncentrace vyznamnych metaboliti byly vypocitany na
zaklad¢ kalibra¢ni kiivky. Podle ROBPCA metody pro detekci odlehlych hodnot
(soucasti balicku Metabol) bylo odstranéno pét kontrolnich vzorki (po jednom ze

skupiny KonA a KonB a tfi ze skupiny KonC).

4.4.2 Vysledky

4.4.2.1.1 Necilena metabolomicka analyza

Vzorky plazem pacienti s HMGA byly analyzovany spole¢né s kontrolnimi
vzorky pomoci necilené metabolomické analyzy. Po zpracovani a filtrovani dat
bylo identifikovano celkem 429 m/z signald. Nesupervizovana statisticka metoda
PCA zfeteln¢ odd¢lila pacientské a kontrolni vzorky, coz svéd¢i o zasadnich
rozdilech v metabolickych profilech skupin, viz obrazek 19. Skupiny byly
rozdéleny ve dvou dimenzich o nejvyssi mozné kumulativni vysvétlené variabilité
62,3 %. Tésné klastrovani QC vzorkl vyjadiuje dobrou stabilitu analytického

systému.
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Obrazek 19. Dvourozmeérnda nesupervizovand PCA analyza vzorkii plazem
pacientii (Pac, modra) s HMGA a kontrolnich vzorkii (Kon, rizova). Zeleny klastr
reprezentuje QC vzorky. Oblasti uvniti zobrazenych elips predstavuji 75%

konfidencni interval.

Supervizované statistické metody jako je bayesovsky vulkanovy graf
(obrazek 20) s vizualizaci HDI hladin vzdalenosti od nuly a VIP graf z OPLS-DA
analyzy byly vyuZity pro ureni metabolitd, jejichz hladiny byly nejvice zvySeny
u skupiny pacientt, viz tabulka 5. V seznamu nejvice diskriminujicich metabolitt
byly nalezeny vSechny znamé plazmatické biomarkery HMGA (3HIV-K, 3MG-
K, 3MGC-K). Seznam dale obsahuje volné organické kyseliny (3MGC a 3H3MG),
které jsou odvozeny od acyl-CoA, které se kumuluji vlivem metabolického bloku.
Tyto organické kyseliny jsou zndmymi biomarkery HMGA ve vzorcich moce
pacienttli, které ale nikdy nebyly reportovany jako zvySené v plazmé pacientd.
Kromé téchto organickych kyselin obsahuje tabulka 6 i 3HIV. Jedna se 0
organickou kyselinu odvozenou od zndmého plazmatického biomarkeru HMGA

(3HIV-K).
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Tabulka 5. Nejvice zvy$ené metabolity u pacienti s HMGA na zakladé VIP skore
z OPLS-DA.

metabolit  [M+H* RT VIP HDI F-Ch MSI
(min)  skore  vzdalenost ** identifikace

3MG-K  290,1598 4,38 3,04 51 63,2 uroven 1
3MGC 127,0383* 5,49 2,68 3,4 151,4 uroven 1
3HIV-K  262,1649 3,65 2,47 2,9 137,1 uroven 2
3H3MG  163,0601 3,00 2,47 2,0 359,3 uroven 1
3MGC-K 288,1441 4,42 2,24 2,4 50,5 urovein 2
neznamy 247,0391 5,48 2,18 2,2 55,2 uroven 4
neznamy  321,0854 3,97 2,03 0,6 135,8 uroven 4

* Fragmentovy iont ze zdroje s vétsi plochou piku nez molekulovy ion.
** Vypocitany podil praiméru ploch pikii pacientl a priméru ploch piki

kontrolni skupiny KonC.

Tabulka 6. Organické kyseliny, které byly nalezeny zvysené ve vzorcich plazmy

pacient s HMGA vici kontrolam.

organicka pramér ploch priamér ploch

_ [M+H]* 2SD 2SD  F-Ch
kyselina piki kontrol pikd pacientii
3HIV 119,0703 2141 2068 148054 530638 69,2
3MGC 145,0495 419 286 63345 87226 1514
3H3MG  163,0601 413 398 148429 529361 359,3

Kromé znamych plazmatickych biomarkeri HMGA (3HIV-K, 3MG-K,
3MGC-K) byly u pacientl nalezeny ve zvySené koncentraci i dalsi acylkarnitiny,
které jsou odvozené od meziproduktl leucinové degradacni dréhy, viz Tabulka 7.
Za zminku stoji pfedevsim identifikace 3H3MG-K, nebot’ jeho CoA analog je
meziproduktem leucinové degradacni drahy. Do soucasnosti je povazovan za
jediny substrat pro enzym HMGCL a prace z roku 2017 uvadi tento metabolit u
HMGA pacientti jako nedetekovatelny [94].
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Tabulka 7. Acylkarnitiny, které byly nalezeny zvySené ve vzorcich plazmy
pacientii s HMGA.

priamér ploch priamér ploch

acylkarnitin [M+H]* bikii kontrol 2SD pikii pacientis 2SD  F-Ch
IV-K 246,1700 2712 3143 6761 12550 25
3MC-K 244,1543 35 18 716 1742 20,4
3HIV-K 262,1649 619 899 84847 198406 137,1
3MGC-K  288,1441 19 243 952 1411 50,5
3MG-K 290,1598 108 199 6797 44782 63,2
3H3MG-K 306,1547 14 10 121 275 8,4

4.4.2.1.2 Cilena LC-MS analyza krevnich skvrn

Tabulka 8 zobrazuje vypocitané koncentrace metabolit v Krvi pacientd
s HMGA a zdravych jedincti po piepoctu dat pro vzorky krevnich skvrn podle
postupu Vv kapitole 4.4.1.2.2. Krabicové grafy 3MGC, 3H3MG, 3HIV a 3HIV-K
ukazuji zcela oddélenou distribuci koncentraci v pacientskych vzorcich oproti
zdravé populaci bez jakéhokoliv prekryvu dat nezavisle na tom, zda jsou pacienti

na lécbé ¢i nikoliv, viz obrazek 21.

Table 8. Koncentrace metabolitt v krvi pacienti  HMGCLD a kontrol

s vypocitanymi F-Ch na zakladé cilené analyzy krevnich skvrn.

metabolit pramér F-Chl F-Ch2
KonA KonB KonC Pac2 Pac3 Pac4d
(LM) Pacl * **

3MGC 41+25 4,6+42 42+37 555+51,7 1959 3432 1269 13,3 53,2
3H3IMG 12+02 13+03 09+04 56+36 400 649 161 6,3 45,2
3HIV 95+21 193+6,2 86+3,6 662+439 1585 659,8 95,8 7,7 35,4
3HIV-K 13+1,0 08+0,7 19+15 146+13,6 457 475 31,7 7,6 21,8

*Vypocitany jako primér koncentraci pacienta 1 (1é€eny pacient) vydéleny
primérem koncentraci kontrolni skupiny KonC.

**Vypocitany jako primér koncentraci pacienta 2, 3 a 4 (neléCeni pacienti v
dobé odebrani vzorkl) vydéleny primérem koncentraci kontrolni skupiny KonC.
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Obrazek 21. A) Krabicové grafy koncentraci 3MGC, 3H3MG, 3HIV a 3HIV-K u
pacientit (Pac) a kontrolnich skupin (KonA, KonB and KonC). Na ose y je pouZzita
logaritmicka Skala pro lepsi vizualizaci rozdilu mezi jednotlivymi kontrolnimi
skupinami. B) Koncentrace metabolitii byla sledovana v krvi pacienta 1 z obdobi
jeho véku 4,4 — 15,2 rokii.
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4.4.3 Diskuze

Plazmy pacientt s HMGA mohou vykazovat patologické koncentrace
amoniaku, laktatu, 3MG-K [23], 3HIV-K [22] a tfech izomeri 3MGC-K [24].
Zadny ztéchto metabolitli neni selektivni biomarker pro tuto chorobu, coz
zabranuje diagnostikovat HMGA piimo ze vzorku krevni skvrny pacienta.
Soucasna diagnostika HMGA je zavisla na profilu organickych kyselin v moci,
ktery je charakteristicky zvySenou hladinou 3HIV, 3H3MG, 3MGC, 3MG, adipatu
a v nékterych ptipadech 3-methylkrotonylglycinu [95]. Odbér vzorkti moci téchto
pacientil obvykle nastane béhem (prvni) metabolické krize, kterd je spojend s
projevem symptomil, jako je opakované zvraceni, zachvaty a zhorSena bdélost. V
metabolické krizi pacientll je Castym laboratornim néalezem hypoglykémie,
aciddza, hyperamonémie, zvétSené aniontové okno a zvySené aktivity transamindz.
U vétSiny pacienti (92 %) se symptomy objevi Vv pribéhu prvni roku zivota a
ptiblizné u poloviny uz v novorozeneckém obdobi. Magneticka rezonance
pacientl u vic nez 70 % pacientli vykazuje abnormalni nalezy na mozku [25] a to
pravdépodobné vlivem metabolickych krizi, které nastdvaji v brzkém obdobi
jejich zivota. Toto onemocnéni se veétSinou potvrzuje pomoci enzymovych a/nebo
genetickych testl. Stanoveni diagnézy HMGA ve velmi nizkém véku miize vést k
rychlému zahgjeni 1€Cby a snizeni po¢tu budoucich metabolickych krizi. Velka
Cast pacientd na 1é¢bé vykazuje normalni psychomotoricky vyvoj, coz
demonstruje potiebu tuto chorobu rychle rozpoznat a diagnostikovat. Stejné jako
u jinych organickych acidurii, v€asna diagndza je kriticky diilezita pro celkovou
kvalitu zivota HMGA pacientl. Na zaklad¢ téchto skutecnosti se HMGA jevi jako
perfektni kandidat pro zatazeni do programu NBS.

Dle mého nejlepsiho védomi neexistuje spolehlivy zdroj informaci, ktery
uvadi udaj o celosvétovém vyskytu HMGA. Tato choroba se jevi jako velice
vzacna, avSak vyssi miru poddiagnostiky nelze vyloucit. Existuje par studii, které
zminuji vys$§i miru vyskytu v né€kterych populacich (Saudskd Arabie, Brazilie,
Portugalsko a Spanélsko), nicméné i tak reportuji vyskyt mensi jak 1/100 000 Zivé
narozenych déti [95]-[97]. Podle Uniform Screening Panel [36] ziskalo
onemocnéni HMGA 16. pticku z 84 DMP pro zafazeni do programiit NBS v USA.
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Nicméné, nizky vyskyt této choroby brzdi védecky pokrok ve vyvoji specifickych
analytickych metod, které by umoZznovaly v€asnou diagnézu HMGA bez nutnosti
potvrzovaci analyzy vzorkii moce pacientt.

Pomoci necilené metabolomické analyzy plazem pacienta s HMGA byly
nalezeny 3MGC a 3H3MG mezi nejvice diskriminujicimi metabolity rozliSujici
skupinu pacientii a kontrol. Nasledna LC-MS/MS analyza vzorki krevnich skvrn
pacienti s HMGA a kontrol byla pouzita pro urCeni rozsahu fyziologickych
koncentraci 3MGC (4,1 £ 2,5 umol/l), 3H3MG (1,2 + 0,2 pumol/l), 3HIV (9,5+2,1
umol/l) a 3HIV-K (1,3 £ 1,0 umol/l) v krvi zdravych novorozencu a ukazala
vyznamn¢é zvysené patologické koncentrace téchto metaboliti v Krvi pacientl
s HMGA. Stoji za povSimnuti, Ze nové navrhované diagnostické metabolity byly
u novorozeneckého pacienta 4 zvySené piiblizné o jeden fad oproti zdravym

novorozencum.
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5 ZAVER

PtredloZzena disertacni prace se zabyva odhalenim novych biomarkert
znamych dédiénych metabolickych poruch pomoci metabolomickych nastroju a
jejich néslednou strukturni identifikaci. Na zaklad¢ vyse uvedenych informaci

byly formulovany nasledujici zavéry:

5.1 Strukturni identifikace novych biomarkeri znamych dédi¢nych
metabolickych poruch na zakladé vicestupiiovych fragmentaénich
spekter
Tato prace ukazuje, ze 1 vpfipadé nejintenzivnéji studovanych

metabolickych poruch jako je PKU, je mozné nalézt nové biomarkery a strukturné

je charakterizovat pomoci kombinace necilené metabolické analyzy

S vicestupiiovou fragmenta¢ni analyzou. Tato metodologie umoziuje piekonat

obtiZe spojené s identifikaci neznamych latek v metabolomickych studiich, a to u

latek o relativné nizkych koncentracich v komplikovanych biologickych matricich

bez nutnosti vzorky derivatizovat ¢i zakoncentrovavat. Skutecnost, Ze nové
identifikované markery PKU, které tato prace popisuje, vykazuji vétsi variabilitu
namétenych hodnot nez konvenéni biomarkery PKU a ze jejich korelace ke
konvenc¢nimu biomarkeru je omezena, je pozoruhodna a mohla by naznacovat, zZe
monitorovani t€chto markertt mize poskytovat nezavislou informaci o klinickém
stavu pacientd.

Ve vzorcich plazem pacienti s HMGA byly nalezeny tfi neobvyklé piky

s identickou m/z 288,1440, které byly charakterizovany jako izomery 3MGC-K.

Sledovéani 3MGC-K by mohlo zvysit specificitu diagnostického testovani, které by

mélo vyznam pro NBS.
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5.2 Diagnostika deficitu 3-hydroxy-3-methylglutarové acidurie v

ramci novorozeneckého screeningu

Vysledky této studie poukazuji na moznost rozsitit NBS o sledovani pacientt
s HMGA pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie. SRM ptechod 262/85
muze byt monitorovan pii analyze prvni urovné NBS, ¢imz by se odhalil zvyseny
3HIV-K. V ptipadé jeho zvySené odezvy lze provést analyzu druhé trovné, ktera
by monitorovala odezvu pro 3H3MG a 3MGC pomoci LC-MS/MS, ¢imz by se
potvrdila/vyvréatila diagn6za HMGA.
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6 VYHLEDY

6.1 Strukturni identifikace novych biomarkeri znamych dédi¢nych
metabolickych poruch na ziakladé vicestupnovych fragmentaé¢nich

spekter

Soucasné diagnostické metody pro DMP jsou zaloZeny pievazné na
tandemovych hmotnostné spektrometrickych technikach. Vzhledem k jejich vyssi
citlivosti oproti orbitrapové technologii by mél byt vyvoj specifickych MS/MS
metod pro nové popsané biomarkery snadny. Existuje vSak fada otdzek, které by
mély byt ovéfeny v budoucich studiich pted tim, neZ se zde popsané nové latky
stanou vyznamnymi a klinicky informativnimi biomarkery téchto chorob. Zejména
je treba prostudovat specificnost téchto latek pro danou chorobu, korelace

s klinickym stavem a ovlivnéni hodnot pted a po zahajeni 1éCby.

6.2 Diagnostika deficitu 3-hydroxy-3-methylglutarové acidurie v

ramci novorozeneckého screeningu

Vzhledem k omezenému poctu pacientii v této studii vlivem velké vzacnosti
tohoto onemocnéni je zapotfebi ovétit prakticnost toho diagnostického ptistupu
Vv rozséhlejsi studii zahrnujici vice klinicky dobte definovanych pacientti. Na jejim
zakladé by mél byt vyvinut optimdlni screeningovy algoritmus pro detekci
onemocnéni u HMGA pacientd.

Prezentovana metodologie odhalujici nové biomarkery mize byt aplikovana
U ostatnich chorob, pro které jsou charakteristické zvysené hladiny C5-OH, coz by
vedlo k novym diagnosticky ptfesnéjsim analyzam druhého stupné NBS, jenz by

umoznily v€asnou diagnézu ze vzorkl krevnich skvrn.
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7 SEZNAM ZKRATEK

2M3HBD
3HIV
3HIV-K
3H3MG-K
3H3MG
3MC-K
3MG
3MG-K
3MGC
3MGC-K
AcAcNa
BH.

BKT

CID
DHPR
DMP
FAH
F-Ch

GC
GC-MS

Glc

Glu

HCD

HDI

HFA
HMDB
HMGA
HMG-CoA

deficit 2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenazy

3-hydroxyizovalerat

3-hydroxyizovalerylkarnitin

3-hydroxy-3-methylglutarylkarnitin

3-hydroxy-3-methylglutarat
3-methylkrotonylkarnitin
3-methylglutarat
3-methylglutarylkarnitin
3-methylglutakonat
3-methylglutakonylkarnitin
sodny adukt acetoacetat
tetrahydrobiopterin

deficit B-ketothiolazy
kolizn¢ indukovana disociace
dihydropteridinreduktaza
dédi¢né metabolické poruchy
fenylalaninhydroxylaza
fold-change

plynové chromatografie

plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni

spektrometrii
glukéza
glutamova kyselina

disociace velkou kolizni energif

nejvyssi hustota aposteriorniho rozdéleni

hyperfenylalaninémie

Human Metabolome Database

3-hydroxy-3-methylglutarova acidurie
3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A
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HRMS
HRMS"

IV-K
LC-MS
m/z
MCCD
MCD
MGCA
MRM
MS/MS
MSI
NBS
NMR
OPLS-DA

PCA
Phe-Phe
PKU
PLS-DA
SRM
TOF

tr
UHPLC
VIP

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim
HRMS, ktera umoziuje méteni vicestupnovych
fragmentacnich spekter

izovalerylkarnitin

kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
pomér hmotnosti ku naboji

deficit 3-methylkrotonylkarboxylazy
mnohocetny deficit karboxylaz
3-methylglutakonova acidurie

sledovani produktti rozpadu molekulovych iontt
tandemova hmotnosti spektrometrie
Metabolomics Standards Initiative
novorozenecky screening

nuklearni magneticka rezonance

ortogonalni diskriminaéni analyza metodou dil¢ich

nejmensich ctvercl
analyza hlavnich komponent
fenylalanylfenylalanin

fenylketonurie

diskriminacni analyza metodou dil¢ich nejmensich ¢tverct

sledovani produktu rozpadu molekulového iontu
praletovy hmotnostni analyzator

retencni Cas

ultraucinna kapalinova chromatografie

graf vyznamnosti proménnych v projekci
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31. Pracovné dni Dédi¢né metabolické poruchy, Bratislava, Slovensko, 25.
—27.5.2016 Abstrakta — prednasky, s. 35, MET16PHAPAT59CZ

J. Véaclavik, D. Friedecky, T. Adam, L.A.J. Kluijtmans, R. Wever, ,,Exact
mass multi-stage fragmentation for structural elucidation of biomarkers of
inherited metabolic disorders,” Advances in Chromatography and
Electrophoresis & Chiranal 2016, Olomouc, Ceska republika, 6.-9.6.2016.
Book of abstracts, s. 41, ISBN 978-80-244-4961-6.

J. Vaclavik, D. Friedecky, T. Adam, L.A.J. Kluijtmans, R. Wever, ,,Exact
mass multi-stage fragmentation for structural elucidation of biomarkers of
inherited metabolic disorders,” Annual Symposium of the Society for the
Study of Inborn Errors of Metabolism, Rome, Italy, 6.-9.9.2016. J Inher
Metab Dis (2016) 39 (Suppl 1):S73-S74. DOI: 10.1007/s10545-016-9969-
2

J. Vaclavik, I. Vrobel, K. Micova, L. Najdekr, L.AJ. Kluijtmans,
R.A.Wevers, D. Friedecky, T. Adam, ,,Orbitrap-based HRMS for new

biomarker and drug metabolites study,” 6. Konference Ceské Spole&nosti
pro Hmotnostni Spektrometrii, 29.-31.3.2017, ISBN 978-80-905045-7-8,
s.37, Olomouc, Ceska republika.

J. Vaclavik, L. Najdekr, D. Friedecky, T. Adam; ,,New biomarkers of
inherited metabolic diseases by metabolomics,* 32. Pracovné dni Dédi¢né
metabolické poruchy, Nesuchyné, Ceska republika, 17.-19.5.2017. Sbornik
posterd, p. 31.

J. Véaclavik, D. Friedecky, T. Adam, L.J.A. Kluijtmans, R.A. Wevers,
,otructural elucidation of novel biomarkers of known metabolic disorders
based on multistage fragmentation mass spectra,” IMTM Reactor, PhD
Conference, 14.-16.6.2017, Abstract book, p.24.
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J. Viéclavik, D. Friedecky, A. Petsalo, U. Engelke, K.L.M. Coene, A. van
Wegberg, L.AJ. Kluijtmans, T. Adam, R.A. Wevers, ,,Ur¢ovani
molekularnich  struktur novych biomarkerd zndmych dédi¢nych
metabolickych poruch na zakladé vicestupnovych fragmentacnich spekter,
Ceské spole¢nosti klinické biochemie CLS JEP s mezinarodni Gidasti; Ceské
Budgjovice, 17.-19.9.2017. Klinicka biochemie a metabolismus (2017), 3
(25), 149.

D. Friedecky, R. Karlikova, K. Micova, A. Gardlo, H. JaneCkova, 1. Vrobel,
L. Madrova, J. Vaclavik, L. Najdekr, J. Jacova, E. Faber, K. Hron, T. Adam,
“Vyznam hmotnostni spektrometrie v hledani novych biomarkera
onemocnéni,“ Ceské spolecnosti klinické biochemie CLS JEP
s mezinarodni udasti; Ceské Bud¢jovice, Ceska republika, 17.-19.9.2017.
Klinicka biochemie a metabolismus (2017), 3 (25), 140.

J. Véclavik, L. Madrova, R. Karlikova, D. Friedecky, L.A.J. Kluijtmans,
R.A. Wevers, T. Adam, ,Acylcarnitine profile of 3-hydroxy-3-
methylglutaryl CoA lyase deficiency patients,” Metabomeeting, 17.-
19.12.2017 University of Nottingham, UK. Book of abstracts, p. 111.

J. Véclavik, H. JaneCkova, L. Madrova, R. Karlikova, D. Friedecky, L.A.J.
Kluijtmans, T. Adam, R.A. Wevers, ,,Acylcarnitine profile of 3-hydroxy-3-
methylglutaryl CoA lyase deficiency patients,” 33. Pracovné dni dedi¢né
metabolické poruchy, Kosice, Slovensko, 23.-25.5.2018. Program, s. 25-
26.

J. Véclavik, H. Janeckova, L. Madrova, R. Karlikova, D. Friedecky, L.A.J
Kluijtmans, R.A. Wevers, T. Adam, ,,Acylcarnitine profile of 3-hydroxy-3-
methylglutaryl CoA lyase deficiency patients,” Annual Symposium of the
Society for the Study of Inborn Errors of Metabolism (SSIEM), Athens,
Greece, 4.-7.9.2018. J Inherit Metab Dis (2018) 41 (Suppl 1):S37-S127.
DOI: 10.1007/s10545-018-0233-9.

L.A.J. Kluijtmans, U.F.H. Engelke, K.L.M. Coeneg, E. van der Heeft, S. De
Boer, H. Kwast, C.D.G. Huigen,_J. Vaclavik, D. Friedecky, A. van
Wegberg, B. Hoegen, M.C. De Vries, C. Gilissen, J. Engel, C.D.M. van
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Karnebeek, T. Adam, R.A. Wevers. Biomarker discovery using Next
Generation Metabolic Screening (NGMS) and multistage fragmentation
analysis. Annual Symposium of the Society for the Study of Inborn Errors
of Metabolism (SSIEM), Athens, Greece, 4.-7.9.2018. J Inherit Metab Dis
(2018) 41 (Suppl 1):S71. DOI: 10.1007/s10545-018-0233-9.

J. Vaclavik, L. Madrova, R. Karlikova, D. Friedecky, L.A.J. Kluijtmans,
R.A. Wevers, T. Adam, ,Acylcarnitine profile of 3-hydroxy-3-
methylglutaryl CoA lyase deficiency patients,” Metabolomic Bio & Data
2018 (MOVISS), 9.-12.9.2018, Vorau, Austria, Book of Abstracts, p. 52.
D. Friedecky, R. Karlikova R, K. Micova, A. Gardlo, H. Janeckova, I.
Vrobel, L. Najdekr, S. Koutil, J. Rendlova, M. Madrova, J. Vaclavik, J.
Jacova, T. Adam T, ,,Advanced mass spectrometry for discovering new
biomarkers of inborn errors of metabolism, 18th International Nutrition &
Diagnostics Conference, Prague, Czech Republic, 22.-25.9.2018. Book of
proceedings, s. 38, ISBN 978-80-7560-016-5.

D. Friedecky, J. Vaclavik, K.L.M Coene, L. Najdekr, R. Karlikova, L.
Madrova, A. van Wegberg, L.AJ. Kluijtmans, R.A. Wevers,
,Metabolomics in inherited metabolic diseases,” Eighth Annual
Conference of the Czech Society for Mass Spectrometry. Olomouc, Czech
Republic, 27.-29.3.2019. Book of abstracts, p.29, ISBN ISBN 978-80-
905045-9-2.

J. Véclavik, L. Madrova, R. Karlikova, D. Friedecky, S. Kouiil, L.A.J.
Kluijtmans, R.A. Wevers, T. Adam, ,,New biomarkers of 3-hydroxy-3-
methylglutaryl CoA lyase deficiency,” Eighth Annual Conference of the
Czech Society for Mass Spectrometry. Olomouc, Czech Republic, 27.-
29.3.2019. Book of abstracts, p.37, ISBN ISBN 978-80-905045-9-2.

J. Rendlova, K. Hron, O. Vencalek, J. Vaclavik, D. Friedecky, T. Adam,
,Compositional analysis of untargeted metabolomic data using multiple
Bayesian hypotheses testing,” Eighth Annual Conference of the Czech
Society for Mass Spectrometry. Olomouc, Czech Republic, 27.-29.3.20109.
Book of abstracts, p.36, ISBN ISBN 978-80-905045-9-2.
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e J. Vaclavik, L. Madrova, S. Koufil, J. Rendlova, R. Karlikova, D.
Friedecky, F.M. Vaz, R.J.A. Wanders, L.A.J. Kluijtmans, R.A. Wevers, T.
Adam, ,Nové potencialni biomarkery 3-hydroxy-3-methylglutarové
acidurie,” 34. Pracovni dny Dédi¢né metabolické poruchy, Olomouc, Ceské
republika, 29.-31. 5. 2019. Program a sbornik abstrakt a postert.

e D. Friedecky, R. Karlikova, L. Madrova, S. Kouiil, H. Janeckova, J.
Vaclavik, J. Rendlova, K. Micova, A. Gardlo, J. Ja¢ova, D. Dobesova, A.
Kvasnicka, K. Zuzandkovd, T. Adam., ,,Vyznam metabolomiky v
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zaloZenych na principu kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii FONS 2014, 21.-23.9.2014, Pardubice, Ceska
republika.

e D. Friedecky, R. Karlikova, J. Siroka, L. Najdekr, A. Kalivodova,
K. Micova, M. Hrda, J. JaCova, J. Vaclavik, I. Vrobel, H. JaneCkova, K.
Hron, T. Adam, “Metody piimého nastiiku v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii pro analyzu malych molekul. Automatizace v ptipravé

vzork,* Pragolab, 2.10.2014, Praha, Ceska republika.

-84 -



D. Friedecky, E. Hlidkova, H. Janeckova, V. Bekarek, J. Jacova,
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M. Hrda, J. Sev¢ikova, L. Kittlova, V. Razickova, M. Kapustova,
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M. Galoczova, M. Ludvova, S. Pavlikova, J. Siroka, K. Hron, T. Adam,
“Moderni separacni metody ve spojeni s pokrocilymi technikami
hmotnostni spektrometrie v klinické laboratofi,* XI. kongres Slovenskej
spolo¢nosti klinickej biochémie s medzindrodnou ucast'ou, 5.-7.10.2014
Hotel TURIEC, Martin, Slovensko.

J. Vaclavik, D. Friedecky, T. Adam, ,,Comparison of diagnostic
performance of high resolution mass spectrometry and tandem mass
spectrometry — a case of purine and pyrimidine metabolic disorders,*
CECE, 20.-22.10.2014 Brno, Cesk4 republika, Programme and Abstracts,
p. 431-432, ISBN 978-80-904959-2-0.
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M. Hrda, J. Sev¢ikova, L. Kittlova, V. Razickova, M. Kapustova,
T. Semeniuk, A. Zabranska, S. Petrzelova, H. Rezkova, M. Machalkova,
M. Galoczova, M. Ludvova, S. Pavlikova, J. Siroka, K. Hron, T. Adam,
“Separacni techniky v rutinni diagnostické laboratofi — soucasnost
a budoucnost,” 8. Stiredomoravské dny laboratorni mediciny, Kouty nad
Desnou, Ceska republika, 22.-23.1.2015.

D. Friedecky, E. Hlidkova, H. Janeckova, V. Bekarek, J. Jacova,
A. Kalivodova, R. Karlikova, K. Mic¢ova, L. Najdekr, J. Vaclavik, I. Vrobel,
M. Hrda, J. Sevéikova, L. Kittlova, V. Razickova, M. Kapustova,
T. Semeniuk, A. Zabranska, S. Petrzelova, H. Rezkova, M. Machalkova,
M. Galoczova, M. Ludvova, S. Pavlikova, J. Siroka, K. Hron, T. Adam,
“Soucasné trendy v diagnostice dédi€nych metabolickych poruch,*
Lékatsky seminai Sumperské nemocnice a.s. — Vybrana témata

z laboratorni mediciny, Sumperk, Ceska republika, 25.3.2015.
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e R. Karlikova, J. Siroka, J. Vaclavik, F. Hrdinova, D. Friedecky,
Z. Drabkova, A. Gardlo, H. JaneCkova, P. Jahn, T. Adam, “Atypical
myopathy - metabolite profiling of equine serum and urine,* 4. konference
Ceské spolecnosti pro hmotnostni spektrometrii, Hradec Kralové, Ceska
republika, 15.-17.4.2015. Sbornik piispévki, s. 66. ISBN 978-80-905045-
4-7.

e L.Madrova, E. Hlidkova, M. Krijt, V. BareSova, J. Vaclavik, D. Friedecky,
D. Dobesova, O. Souckova, V. gkopové, T. Adam, M. Zikanova, ,,Mass
spectrometric analysis of purine de novo biosynthesis,* 33. Pracovné dni
dedi¢né metabolické poruchy, Kosice, Slovensko, 23.-25.5.2018. Program,
S. 25.

e L. Madrova, M. Kirijt, V. BareSova, J. Vaclavik, D. Friedecky, D.
Dobesova, O. Souckova, V. Skopové, M. Zikanova, T. Adam, ,,Mass
spectrometric analysis of purine de novo biosynthesis,” Metabolomics
2018, 14th Annual Conference of the Metabolomics Society, Seattle,
Washington, USA, 24.-28.6.2015, Abstract book, P210.

e L. Madrova, M. Kirijt, V. Baresova, J. Véclavik, D. Friedecky, D.
Dobesova, O. Souckova, V. Skopova, T. Adam, M. Zikanova, ,,Mass
spectrometric analysis of purine de novo biosynthesis,” Metabomeeting,
17.-19.12.2017 University of Nottingham, UK. Book of abstracts, p. 88

e L. Madrova, M. Kirijt, V. Baresova, J. Véclavik, D. Friedecky, D.
Dobesova, O. Souckova, V. Skopové, M. Zikanova, T. Adam, ,,Mass
spectrometric analysis of purine de novo biosynthesis,” Metabolomic Bio
& Data 2018 (MOVISS), 9.-12.9.2018, Vorau, Austria, Book of Abstracts,
p. 23.

e L. Madrova, M. Kirijt, V. BareSova, J. Vaclavik, D. Friedecky, D.
Dobesova, O. Souckova, V. gkopové, M. Zikanova, T. Adam, ,,Mass
spectrometric analysis of purine de novo biosynthesis,* Annual Symposium
of the Society for the Study of Inborn Errors of Metabolism (SSIEM),
Athens, Greece, 4.-7.9.2018. J Inherit Metab Dis (2018) 41 (Suppl 1): S162.
DOI: 10.1007/s10545-018-0233-9.
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L. Madrova, R. Karlikova, D. DobeSova, J. Vaclavik, D. Friedecky, V.
BareSova, M. Zikdnova, T. Adam, ,Metabolomicka analyza HeLla
bunéénych linii defektnich v jednotlivych krocich purinové de novo
syntézy,“ 34. Pracovni dny Dédiéné metabolické poruchy, Olomouc, Ceska

republika, 29.-31. 5. 2019. Program a sbornik abstrakt a postert.
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10 PRILOHY

10.1 Kompletni seznam nastavenych parametri

Discovereru 3.0 béhem peak-pickingu

Search name: 2019_03_08 hmgcld
Search description: -
Search date: 3/8/2019 9:43:01 AM

Created with Discoverer version: 3.0.0.294

[Input Files (0)]
-->Select Spectra (1)
[Select Spectra (1)]
-->Align Retention Times (2)
[Align Retention Times (2)]
-->Detect Compounds (3)
[Detect Compounds (3)]
-->Group Compounds (4)
[Group Compounds (4)]
-->Fill Gaps (16)
-->Search ChemSpider (8)
-->Assign Compound Annotations (9)
-->Predict Compositions (12)
-->Map to KEGG Pathways (23)
-->Map to Metabolika Pathways (25)
-->Search mzCloud (21)
-->Compound Class Scoring (26)
[Fill Gaps (16)]
-->Normalize Areas (19)
[Normalize Areas (19)]
-->Mark Background Compounds (15)
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[Search ChemSpider (8)]
-->Apply mzLogic (22)

[Map to Metabolika Pathways (25)]
-->Apply mzLogic (22)
[Mark Background Compounds (15)]
[Apply mzLogic (22)]
[Assign Compound Annotations (9)]
[Predict Compositions (12)]
[Map to KEGG Pathways (23)]
[Search mzCloud (21)]
[Compound Class Scoring (26)]
[Differential Analysis (10)]
[Descriptive Statistics (18)]

Input Data:

- File Name(s) (Hidden):
X\HMGCLD_project\6_Blankl.raw
X\HMGCLD_project\7_QC6_CID1.raw
X\HMGCLD_project\8 QC7_CID2.raw
X\HMGCLD_project\9_QC8_CID3.raw
X\HMGCLD_project\10_QC9_CIDA4.raw
X\HMGCLD_project\11_QC10_HCD1.raw
X\HMGCLD_project\12_QC11 HCD2.raw
X\HMGCLD_project\22_QC14.raw
X\HMGCLD_project\23_QC15.raw
X\HMGCLD_project\26_ConC19 _boy 13year.raw
X\HMGCLD_project\28_ConC9_girl_19year.raw
X\HMGCLD_project\30_QC16.raw
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X:\HMGCLD_project\33_Pac4_boy lyear.raw
X\HMGCLD_project\35_ConC4 _boy_14year.raw
X\HMGCLD_project\37_QC17.raw
X\HMGCLD_project\39_ConC14 girl_16year.raw
X\HMGCLD_project\43_ConC2_boy_17year.raw
X:\HMGCLD_project\44_QC18.raw
X\HMGCLD_project\45_ConC16_girl Syear.raw
X\AHMGCLD_project\51_QC19.raw
X\HMGCLD_project\53 _Pacl girl_8year.raw
X\AHMGCLD_project\54 _ConC10_boy_8year.raw
X\AHMGCLD_project\58_QC20.raw
X\HMGCLD_project\59 ConC5_girl_11lyear.raw
X\HMGCLD_project\62_ConC13_girl_15year.raw
X\HMGCLD_project\63_Pac2_girl_4day.raw
X\HMGCLD_project\65_QC21.raw
X\HMGCLD_project\71_ConC22_boy_13year.raw
X\HMGCLD_project\72_QC22.raw
X\HMGCLD_project\74_ConC8 boy_ 7year.raw
X\HMGCLD_project\76_Pac5_girl_17day.raw
X\HMGCLD_project\77_ConC6_boy_ 1year.raw
X\HMGCLD_project\79_QC23.raw
X\HMGCLD_project\81_ConC15_boy 11lyear.raw
X\HMGCLD_project\84_ConC1_girl_2year.raw
X\HMGCLD_project\86_QC24.raw
X\HMGCLD_project\88_ConC12_boy_15year.raw
X:\HMGCLD_project\91_Pac3_boy 5year.raw
X\HMGCLD_project\92_ConC3_girl_15year.raw
X:\HMGCLD_project\93_QC25.raw
X\HMGCLD_project\96_ConC17_girl_4year.raw
X\HMGCLD_project\99 _ConC20_girl_4year.raw
X\HMGCLD_project\100_QC26.raw
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X:\HMGCLD_project\113 Blank4.raw
X\HMGCLD_project\102_ConC18 boy 12year.raw
X:\HMGCLD_project\104_ConC21_girl_16year.raw
X:\HMGCLD_project\106_ConC7_boy_12year.raw
X\HMGCLD_project\107_QC27.raw
X\HMGCLD_project\110_QC28.raw
X\HMGCLD_project\111_QC29.raw
X\HMGCLD_project\112_Blank2.raw
X\HMGCLD_project\113_Blank3.raw

1. General Settings:

- Precursor Selection: Use MS(n - 1) Precursor

- Use Isotope Pattern in Precursor Reevaluation: True
- Provide Profile Spectra: Automatic

- Store Chromatograms: False

2. Spectrum Properties Filter:

- Lower RT Limit: 1

- Upper RT Limit: 24

- First Scan: 0

- Last Scan: 0

- Ignore Specified Scans: (not specified)
- Lowest Charge State: 0

- Highest Charge State: 0

- Min. Precursor Mass: 70 Da

- Max. Precursor Mass: 5000 Da
- Total Intensity Threshold: 0

- Minimum Peak Count: 1
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3. Scan Event Filters:

- Mass Analyzer: (not specified)
- MS Order: Any

- Activation Type: (not specified)
- Min. Collision Energy: 0

- Max. Collision Energy: 1000

- Scan Type: Any

- Polarity Mode: (not specified)

4. Peak Filters:
- S/IN Threshold (FT-only): 0

5. Replacements for Unrecognized Properties:

- Unrecognized Charge Replacements: 1

- Unrecognized Mass Analyzer Replacements: 1TMS

- Unrecognized MS Order Replacements: MS2

- Unrecognized Activation Type Replacements: CID

- Unrecognized Polarity Replacements: +

- Unrecognized MS Resolution@200 Replacements: 60000
- Unrecognized MSn Resolution@200 Replacements: 30000

1. General Settings:

- Alignment Model: Adaptive curve

- Alignment Fallback: Use Linear Model
- Maximum Shift [min]: 0.7

- Shift Reference File: True

- Mass Tolerance: 5 ppm
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- Remove Outlier: True

1. General Settings:
- Mass Tolerance [ppm]: 5 ppm
- Intensity Tolerance [%]: 30
- S/N Threshold: 1.5
- Min. Peak Intensity: 10000
- lons:
[2M+ACN+H]+1
[2M+ACN+Na]+1
[2M+H]+1
[2M+K]+1
[2M+Na]+1
[2M+NH4]+1
[M+ACN+H]+1
[M+ACN+Na]+1
[M+H]+1
[M+K]+1
[M+Na]+1
[M+NH4]+1
- Base lons: [M+H]+1
- Min. Element Counts: CH
- Max. Element Counts: C150 H250 Br3 Cl4 K2 N10 Na2 018 P5 S5

2. Peak Detection:
- Filter Peaks: True
- Max. Peak Width [min]: 0.5

- Remove Singlets: True
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- Min. # Scans per Peak: 8
- Min. # Isotopes: 2

1. Compound Consolidation:
- Mass Tolerance: 5 ppm
- RT Tolerance [min]: 0.3

2. Fragment Data Selection:
- Preferred lons: [M+H]+1

1. General Settings:
- Mass Tolerance: 5 ppm
- S/N Threshold: 1.5

- Use Real Peak Detection: True

1. QC-based Area Correction:

- Regression Model: Linear

- Min. QC Coverage [%]: 25

- Max. QC Area RSD [%]: 50

- Max. # Files Between QC Files: 20

2. Area Normalization:
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- Normalization Type: None

- Exclude Blanks: True

1. General Settings:

- Max. Sample/Blank: 5
- Max. Blank/Sample: 0
- Hide Background: True

1. Search Settings:

- Database(s): Human Metabolome Database; KEGG; LipidMAPS; PubMed

- Search Mode: By Formula or Mass

- Mass Tolerance: 5 ppm

- Max. # of results per compound: 100

- Max. # of Predicted Compositions to be searched per Compound: 3

- Result Order (for Max. # of results per compound): Order By Reference Count
(DESC)

2. Predicted Composition Annotation:

- Check All Predicted Compositions: False

1. Search Settings:
- FT Fragment Mass Tolerance: 10 ppm

-05.-



- IT Fragment Mass Tolerance: 0.4 Da

- Max. # Compounds: 0

- Max. # mzCloud Similarity Results to consider per Compound: 10
- Match Factor Threshold: 30

1. General Settings:

- Mass Tolerance: 5 ppm

2. Data Sources:

- Data Source #1: Predicted Compositions
- Data Source #2: ChemSpider Search

- Data Source #3: mzCloud Search

- Data Source #4: Metabolika Search

- Data Source #5: (not specified)

1. Prediction Settings:

- Mass Tolerance: 5 ppm

- Min. Element Counts: CH

- Max. Element Counts: C250 H190 N10 O18 P5 S5
- Min. RDBE: 0

- Max. RDBE: 40

- Min. H/C: 0.1

- Max. H/C: 3.5

- Max. # Candidates: 10

- Max. # Internal Candidates: 200
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2. Pattern Matching:

- Intensity Tolerance [%]: 30
- Intensity Threshold [%]: 0.1
- S/N Threshold: 3

- Min. Spectral Fit [%]: 30

- Min. Pattern Cov. [%]: 90

- Use Dynamic Recalibration: True

3. Fragments Matching:

- Use Fragments Matching: True
- Mass Tolerance: 10 ppm

- S/N Threshold: 3

1. Search Settings:

- Search Mode: By Formula or Mass

2. By Mass Search Settings:

- Mass Tolerance: 5 ppm

3. By Formula Search Settings:

- Max. # of Predicted Compositions to be searched per Compound: 3

4. Display Settings:

- Max. # Pathways in 'Pathways' column: 20

Processing node 25: Map to Metabolika Pathways
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1. Search Settings:
- Metabolika Pathways:

- Search Mode: By Formula or Mass

2. By Mass Search Settings:

- Mass Tolerance: 5 ppm

3. By Formula Search Settings:

- Max. # of Predicted Compositions to be searched per Compound: 3

4. Display Settings:

- Max. # Pathways in 'Pathways' column: 20

1. Search Settings:

- Compound Classes: All

- Match lon Activation Type: True

- Match lon Activation Energy: Match with Tolerance
- lon Activation Energy Tolerance: 20

- Apply Intensity Threshold: True

- Precursor Mass Tolerance: 10 ppm

- FT Fragment Mass Tolerance: 10 ppm
- IT Fragment Mass Tolerance: 0.4 Da
- Identity Search: HighChem HighRes
- Similarity Search: Similarity Reverse
- Library: Reference

- Post Processing: Recalibrated

- Match Factor Threshold: 60
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- Max. # Results: 10

1. General Settings:

- Compound Classes: \Carnitines

- S/N Threshold: 50

- High Acc. Mass Tolerance: 2.5 mmu
- Low Acc. Mass Tolerance: 0.5 Da

- Allow AIF Scoring: True

1. General Settings:

- Log10 Transform Values: True

FILTERS USED:

- Background is false

- Area (Max.) is greater than 1000

- Formula is not blank

- # Usable QC is greater than 15

- Group CV [%] is less than 200 in every sample group
- RT [min] is less than 12
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