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Teoreticka ¢ast



1 Metabolomika

Zivy organismus je dynamicky systém, ktery je ovliviiovdn vn&j§imi a vnitinimi
podnéty a jeho snahou je udrzet stalost vnitiniho prostiedi. Vysledkem téchto fyziologickych
pochodll je soubor rdznych metabolitl, které se podileji na udrZeni homeostiazy. NaruSeni
rovnovahy je projevem nemoci a zpusobi zménu metaboliti ve smyslu zvyseni, respektive
sniZen{ jejich koncentraci nebo zastoupeni (Birkova et al., 2007).

Metabolomika je védni obor, ktery se zabyvd komplexni a kvantitativni analyzou vSech
metabolitli ve tkdnich a biologickych tekutindch v daném Case (Dettmer et al., 2006). Pomoci
metabolomickych piistupil se stanovuje velké mnozstvi nizkomolekularnich metabolit, kterymi
lze rozliSit chorobné stavy, detekovat farmakologické nebo toxikologické tcinky ¢i
identifikovat biomarkery (Fukui et al., 2009).

Metabolomika se zaméfuje na kvantitativni analyzu nebo na kvalitativni profilovani
velkého poctu nitrobunéénych metabolitti. Dopliiuje dalsi discipliny s koncovkou omika, jako
je genomika, transktipotomika a proteomika (Obr.1) (Bajad & Shulaev, 2011). Pomoci téchto
ptistupti 1ze 1épe pochopit a porozumét biochemickym a fyziologickym mechanismim v Zivych

systémech (Dettmer et al., 2006).

% Fenotyp

Metabolity

Geny mRNA Proteiny

Genomika Metabolomika

Transkriptomika Proteomika

Obr.1: Schéma drovni analyz bunky

1.1 Metabolomické pristupy
Metabolomika pfistupuje k analyze metabolomu riiznymi postupy. Lze analyzovat cely
metabolom, vybranou skupinu metaboliti nebo extracelularni metabolity v médiu bunécné

kultury (Tab.1).
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Tab.1: Metabolomické piistupy (Dettmer et al., 2006).

Piistup Druh analyzy

Kvantitativni analyza skupiny metabolitii ve vybrané metabolické draze
Metabolomické profilovan{ nebo specifické tiidy. Je to cilend analyza limitovaného poctu
metabolitl prekurzorl nebo produktti metabolické drahy.

Necilend, celkova analyza metabolitll ve vzorku (mo¢, plasma, sérum,
Metabolomicky fingerprinting  sliny, tkdfi nebo bunéc¢né kultura). Sleduji se zmény v metabolomu
zpusobené chorobou, prostfedim nebo genetickou odchylkou.

Analyza extraceluldrnich metaboliti v médiu bunécné kultury,

Metabolomicky footpritin . “x <
y priing stanovuje se bunécna exkrece a absorpce.

1.2 Metabolity
Metabolity jsou malé molekuly, které vznikaji v metabolickych drahach a jsou dulezité
pro déleni, rast a dal$i vyznamné fyziologické funkce buriky. Cely komplex metaboliti v buiice
v daném Case se nazyva metabolom (Dettmer et al., 2006). Ten je velice variabilni a jeho sloZeni
nam odrazi aktudlni stav systému, nejvice se tedy priblizuje fenotypu (Birkova et al., 2007).
Metabolity patii do velké skupiny ldtek odliSnych chemickych a fyzikdlnich vlastnosti.
Patfi sem napiiklad aminokyseliny, nukleotidy, organické kyseliny, sacharidy. U lidi je

Z M

odhadovan pocet metabolitti na 2000 a v rostlinné fi8i azZ na 200 000 (Dettmer et al., 2006).

1.3 Metody v metabolomice

s s

Metody analytické chemie dokdzi kvalitativn€ a kvantitativné identifikovat soubor
metabolitl v analyzovaném biologickém materidlu (Dettmer et al., 2007). Vybér metody zavisi
na typu biologického materidlu a na druhu metabolomu (jeho fyzikaln€ chemickych vlastnosti),
ktery ma byt analyzovan (Issaq et al., 2009). Dodnes neexistuje metoda, kterd by spolehlivé
stanovila cely metabolom daného organismu v jedné analyze (Dettmer et al., 2007).

Velmi pouZivand metoda v metabolomice je hmotnostni spektrometrie nejcastéji ve
spojeni s plynovou (GC) a kapalinovou (LC) chromatografii (Dunn & Ellis, 2005). Experiment
byl provddén pomoci ultraucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovym

hmotnostnim spektrometrem (UHPLC-MS/MS), proto je niZe probran podrobnéji.

1.3.1 Plynova chromatografie

Plynovd chromatografie je separacni analytickd metoda, kde je analyt separovdn na
zakladé rozliSnych schopnosti vdzat se na staciondrni fazi. Vzorek je ddvkovéan do plynu, ktery
ho déle unasi kolonou. SloZky opoustéjici kolonu jsou detekovdny na detektoru, kde je moZno

pomoci generujictho signdlu identifikovat a kvantifikovat latky.
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Plynovd chromatografie dokdZe separovat latky, které jsou tékavé, tepelné€ stabilni
a jejich relativni molekulovd hmotnost je niz§{ neZ 1000. VétSinu latek tak neni moZné pouZzit
pro analyzu na plynném chromatografu, proto je nutné je prevést na jejich derivéty, které maji
vyhovujici vlastnosti pro zvoleny typ metody.

Nosny plyn unéSejici analyt kolonou vyusti k detektoru, ktery reaguje na piitomnost
analyzovanych latek a vytvéarejici signdl je zaznamendvdn v zdvislosti na Case. Plynovy
chromatograf miZe byt kombinovan s nékolika druhy detektorti. Mezi nejpouZivangjsi patii
tepelné- vodivostni detektor, ioniza¢ni detektor a hmotnostni spektrometr. Tyto detektory se lis{

citlivosti, senzitivitou, mezi detekce, linedrnim dynamickym rozsahem, ale i principem funkce

(Klouda, 2003).

1.3.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separa¢ni analytickd metoda, kde je analyt separovdn na
principu rozliSnych interakci se staciondrni fazi. Separace je velmi ovlivnéna vyb&rem mobilni
faze, kterd je u této metody kapalina. V pribéhu separace se analyt déli mezi mobilni
a staciondrni fazi. Doba, kterou stravi v jedné nebo druhé fazi, je zavisld na afinité analytu ke
kazdé z nich. Kapalinovd chromatografie vyuZiva rizné mechanismy separace jako je adsorpce,
rozdéleni na zdkladé rozpustnosti, iontové vymeény, molekuldrnitho sitového efektu nebo
specifickych vazeb v afinitni chromatografii.

Kapalinova chromatografie mtize byt provadéna za laboratorni teploty, proto je vhodna
k separaci netékavych a teplotné nestabilnich latek.

U této analytické metody jsou fotometrické, refraktometrické a fluorescencni detektory
nejpouzivangj$i. Velky vyznam v klinické praxi md také spojeni kapalinové chromatografie

s hmotnostnim spektrometrem (Klouda, 2003).

1.3.3 Kapilarni elektroforéza

Kapildrni elektroforéza je elektromigracni separacni metoda, kterd spoc¢ivd v migraci
elektricky nabitych c¢éstic ve stejnosmérném elektrickém poli. Malé mnozstvi vzorku je
aplikovano do kapiliry a po separaci je detekovdno na detektoru, nejcastéji
spektrofotometrickém.

Velkou vyhodou kapildrnitho uspofdddni oproti plo$né elektroforéze je zkriceni doby
analyzy a moznost propojeni s pocitatovym zatizenim. Ke zkraceni analyzy dochazi z diivodu
moZznosti aplikace vysokého napéti (10 — 30 kV), vznikajici teplo je dobfe odvadéno sténami
kapilary. Pocitacové zatfizeni umoziiuje on-line detekci a pocitacové vyhodnocovani piku.
Pohyb ¢astic je dan jejich elektroforetickou pohyblivosti, nabité ¢astice raznych slozek

migruji v elektrickém poli rozdilnou rychlosti. Pfi aplikaci napéti se zatnou pohybovat ¢astice

k opa¢n¢ nabité elektrodé. Zaroven dochdzi ke vzniku elektroosmotického toku (EOF —
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ElectroOsmotic Flow), ktery nese ke katodé i anionty. Neutrdlni ¢4stice se pohybuji rychlosti
EOF, nabité castice se pohybuji dle jejich elektroforetické pohyblivosti, kationty migruji
rychleji neZ anionty.

Kapildrni elektroforéza ma zpracovanou celou fadu separacnich technik, jako je
kapilarni zénov4 elektroforéza, miceldrni elektrokinetickd kapildrni chromatografie, kapildrni
gelova elektroforéza, kapildrni isoelektrickd fokusace nebo kapilarni elektrochromatografie

(Klouda, 2003).

1.3.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikdlné-chemickd metoda kuréeni hmot volnych
molekul a jejich Casti, jez je nutné pievést na kladné nebo zdporné ionty. Hmotnostni
spektrometr je iontove optické zatfizeni, které ze smési plynnych molekul separuje nabité Castice
dle jejich m/z. B€hem ionizace dochdzi ke vzniku nabitych celych molekul (molekuldrni ionty),
ale také jejich fragmentt. Typ ionizace poskytuje informace o struktuie latky a na jejim zdkladé

1ze odvodit nebo potvrdit strukturu studované 1atky (Ubik, 2000).

1.3.4.1 Pristrojova technika

Hmotnostni spektrometr je tvofen zdkladnimi slozkami, jako je iontovy zdroj,
hmotnostni analyzitor, detektor a vyhodnocovaci zatizeni.

Viontovém zdroji dochdzi k tvorbé iontd, které jsou v iontové optickém systému
fokusovdny na tuzky paprsek, urychlovéany a ,.injekovany” do hmotnostniho analyzatoru. Zde
dochdzi k separaci iontdl jednim nebo vice hmotnostnimi analyzatory. Ty mohou byt tvofeny
kombinaci elektrickych a magnetickych poli, nebo mize byt separace zaloZena na méfeni
rychlosti iontd.

Hmotnostni spektrometr pracuje pod nizkym tlakem 10 az 10~ Pa, aby nedochézelo ke
sraZkdm iontl s neutrdlnimi molekulami.

Detekce hmotnostnich spekter muZe byt elektrickd nebo optickd. Pfi elektrické
registraci jsou ionty vedeny do elektronového nasobice, poté do zesilovace a nasledné je zdiznam
pifeveden do pocitate. Pro zvySeni citlivosti detekce se pouzivaji konverzni diody, které
pfitahuji ionty a ddle je emituji na fotondsobic. Pro zaznamendvani vétsiho poctu svazkl se dnes
pouziva fotodiodové pole. Pti optické detekci dopadd svazek iontl na fotografickou desku a po

vyvolani se ziska ¢arové spektrum (Ubik, 2000).

1.3.4.2 Iontové zdroje
Typ iontového zdroje se voli dle druhu studované latky a pozadavkl na analyzu.
Ionizace ptfi atmosférickém tlaku (API) md v soucasné dob€ nejvetsi vyznam. Do
tohoto typu ionizace miZeme zatadit ionizace elektrosprejem (ESI), iontovymi spreji (ISP)

a chemickou ionizace pfi atmosférickém tlaku (APCI).
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Separace iontli v hmotnostnim spektrometru se déje za vysokého vakua, a proto je
analyzdtor od iontového zdroje (ionizace pii atmosférickém tlaku) oddélen diafragmou nebo

iontovou optikou s malymi vstupnimi Sté€rbinami (Ubik, 2000).

Ionizace elektrosprejem (ESI)

Tato ionizacni technika patfi mezi mékkou ionizaci, kterd se pouzivd pifi analyze
disperznich kapalin a aerosold.

ESI ionizace (Obr.2) elektrosprejem se sklada ze tfi krokd. V prvnim kroku dochézi ke
vzniku malych nabitych kapek na konci kapildry, dédle nasleduje odpafovani rozpoustédla
a v poslednim kroku dojde k uvolnéni iontii z vysoce nabitych malych kapi¢ek do plynné faze
(Ho et al., 2003).

Kapildra, kterou prochdzi vzorek, je pod vysokym napétim (3 — 5 kV). Tvofici se malé
kapiC¢ky na konci kapildry nesou kladny nebo zdporny naboj, dle polarity napéti na kapiléte,
zpusobené vlivem vysokého gradientu elektrického pole. ZmenSovani objemu kapicek a zvySeni
hustoty povrchového naboje je zptisobeno odpatrovanim rozpoustédla, coz vede k opakovanému
rozpadu (Coulombické Stépeni) a uvolnéni protonovych molekuldrnich iontd [M + H]" nebo
uvolnéni aduktti molekul se sodnymi ionty [M + Na]® pfi sniméni v kladném médu, nebo
deprotonované molekuldrni ionty [M — HJ pfi snimdni v negativnim médu (Holcapek &

Jandera, 1998).

Atmosfericky tlak " Curtai Gag ¥ AKUUITL
1. Tvorba nabitych 3. Coulombické
kapitek i eni

e Stepeni Hmotnostni

Vysoké napéti analyzétor
_— €.) s e

LC —»: > W () D (E(—
T T, [ ik —
’V ‘.‘:w,}r 1 (= =
ZmlZovaci
2. Evaporace
piyn

"Curtain Gas"

Obr.2: ESI ionizace (AB Sciex)

1.3.4.3 Analyzatory ionti
Z iontového zdroje vstupuji ionty rdznych hmot m nesouci jeden i vice ndboju z do
hmotnostniho analyzitoru. Zde dochdzi k separaci dle jejich dcinnych hmot m/z a kvalita

rozliSeni se oznacuje jako rozliSovaci schopnost pfistroje. Lze ji definovat dvéma zptisoby:
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Prvni zptisob definice oznacuje rozliSovaci schopnost, jako pomér tc¢inné hmoty piku k rozdilu
hmot iontu daného piku a sousednimu piku stejné velikosti. Je nutno udat v % vysku uidoli mezi
témito dvéma piky, tedy

RP = m,/(m; — m,)

Druhy zptisob definice oznacuje rozliSovaci schopnost, jako pomér hmoty iontil tvoficich pik
ku jeho Sitce a vySce, tedy

RP=m/Am
Sitka piku byla méla byt udévana ve vysce 0,5 %, 5 % nebo 50 % (tato hodnota musi byt

uvedena pfi stanoveni rozliSovaci schopnosti) (Ubik 2000).

Dle principu funkce analyzitoru iontd je lze rozdélit na magnetické analyzitory,
elektrostatické analyzitory, kvadrupdlové analyzitory, pruletové analyzitory, iontové pasti

a cyklotronovou rezonanci iontd.

1.3.4.4 Kvadrupdlové hmotnostni analyzatory

Principem separace iontd pomoci kvadrupélovych hmotnostnich analyzétoru je fizeny
pohyb iontl dle jejich m/z poméru v magnetickém nebo elektrickém poli.

Takovy systém se sklddd ze 4 kovovych ty¢i umisténé ve stejné vzdalenosti. Tyto
kruhové tyce jsou pfipojeny ke stfidavému a stejnosmérnému zdroji napéti. Selekce iontd je
docilena zvolenim danych hodnot elektrického pole, které zapfi€ini, Ze jen ionty o daném m/z
projdou kvadrupdlem. Ionty dopadaji na detektor a je generovdno hmotové spektrum (Ho et al.,

2003).

Tandemova hmotnostni spektrometrie

Typicky tandemovy kvadrupdlovy analyzitor obsahuje tfi za sebou linedrné umisténé
kvadrupdly. V prvnim kvadrupdlu (Q1) dochdzi k selekci rodi¢ovského iontu, ktery dale putuje
do kolizni cely (druhy kvadrupdl, Q2), kde dochdzi k fragmentaci pomoci inertniho plynu
(dusik). Vzniklé dcefiné iontu jsou rozliSeny ve tfetim kvadrupdlu (Q3) a dale pak detekovéany
(Obr.3) (Ho et al., 2003).

Pro =zlepSeni detekéniho limitu se pouZivd mdéd sledovdni produktu rozpadu
molekuldrniho iontu (multiple reaction monitoring, MRM). Pro danou latku je zvolen jeden
prekurzorovy ion, ktery je v kolizni cele fragmentovdn na produktové ionty. Ze skupiny
produktovych iontl je vybran specificky fragment, ktery dile pokracuje v analyzac¢ni fazi

a nésledné je detekovan.

15



Iontovy Detektor
zdroj Q1

’I
by
W

N

Obr.3: Princip metody MS/MS

1.3.5 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

NMR je nedestruktivni analytickd metoda, kterd vyuziva silného vnéjsi magnetické pole
za pusobeni radiofrekvencnich impulzii k zjiSténi chemického posunu u jader atomi s lichym
nukleovym nebo atomovym c¢islem a nenulovym spinem. Tyto radiofrekvencni impulzy
zpusobuji prechod jadra z niZs{ energetické hladiny do vyssi a naslednd emise zafeni je poté
detekovéna.

Pomoci NMR se mohou provadét identifikacni a strukturni analyzy organickych latek,
déle se pouZiva ke studiu chemickych déji. Se zvysujici koncentraci roste vyska signalu, proto

se tato metoda také pouZiva ke kvantitativni analyze stanoveni koncentrace a Cistoty studované

latky v daném vzorku (Klouda, 2003).

2 Dédi¢né metabolické poruchy aminokyselin

Dédi¢né metabolické poruchy jsou zpiisobeny genovou mutaci kodujici specificky
protein. Mutace muze vést ke zméné primdrni struktury proteinu nebo poruSe syntézy.
Mutovany protein miZze zaujimat funkci enzymu, receptoru, transportéru nebo strukturni
jednotky. Timto zplsobem zasahuje porucha proteinu do metabolickych drah a zapficinuje
vznik vrozené metabolické poruchy. Dochdzi ke kumulaci metabolitii v télnich tekutinach
a tkanich. Zvysend koncentrace takto kumulovanych latek je pro télo toxicka a zpusobuji celou
fadu symptomu a mtize vést az ke smrti ditéte.

Dédi¢né metabolické poruchy aminokyselin shrnuje Tab.2. Nékteré z nich se mohou
projevit abnormdlni koncentraci amoniaku, coZ je zpusobeno obsahem aminoskupiny
v aminokyselindch. Prvni projevy onemocnéni se manifestuji pfedev§im v novorozeneckém
obdobi nebo kratce po ném, nebot’ v dobé t¢hotenstvi metabolickou poruchu ditéte kompenzuje
matka (Chace & Kalas, 2005). Klinické symptomy jsou nespecifické, vyskytuje se napiiklad
letargie, vyhublost, kiece, zvraceni. Pokud nedojde k v€asné diagnostice a cilené terapii mohou

tyto choroby pro dit€ znamenat trvalé poSkozeni zdravi (napf. mentdlni retardace) nebo smrt.
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Incidence vrozenych metabolickych poruch neni vysokd, av§ak mulize vést k trvalému
poskozeni zdravi aZ k dmrti novorozence nebo ditéte (Hannon et al., 2001). Z tohoto ditvodu je
kazdému nové narozenému ditéti v Ceské republice provadén novorozenecky screening. Cilem
screeningu je v€asnd diagnostika a 1é€ba téchto poruch. Ze suché kapky krve, odebrané 48 az 72
hodin po porodu, se zji§tuji endokrinni onemocnéni (napf. kongenitalni hypotyredza), dédicné
poruchy metabolismu (napf. fenylketonurie) a jiné onemocnéni (napi. cystickd fibréza)
(Hellerova, 2009). VySetfeni se provadi metodou tandemové hmotnostni spektrometrie, kterd
dovoluje zjistit metabolicky stav novorozence a detekovat piipadné vrozenou metabolickou
poruchu (Chace & Kalas, 2005). Vyvoj této metody umoznil rychlou analyzu a identifikaci vice

metabolickych poruch najednou (Pandor et al., 2006).

Tab.2: Pfehled dédi¢nych metabolickych poruch aminokyselin (ARG — arginasa,

AASDHPPT - 2-aminodipatsemialdehydsyntasa, ASL — argininosukcinéatlyasa,

ASPA — aspartoacylasa, SR — sepiapterinreduktasa, ASS — argininosukcinatsynthetasa,

BCKD - dehydrogenasovy komplex 2-ketokyselin s vétvenymi fetézci,

AAT - 2-aminoadipdtaminotransferasa, SAHH — S-adenosylhomocysteinhydrolasa,

CPS - karbamoylfosfatsynthetasa, DHPR — dihydropteridinreduktasa,

D2HGDH - D-2-hydroxyglutardtdehydrogenasa, TAT — tyrosinaminotransferasa,

FAH - fumarylacetoacetdthydrolasa, GCHD - glutaryl-CoA dehydrogenasa,

GCS - glycin cleavage systém - enzymaticky komplex, GMT — glycin N-methyltransferasa,
GTPCH - guanosintrifosfatcyklohyrolasa I, HPD - 4-hydroxyfenylpyruvétdioxygenasa,

IVD —isovaleryl-CoA dehydrogenasa, L2ZHGDH — L-2-hydroxyglutaratdehydrogenasa,

MAT — methionin S- adenosyltransferasa, MCM — methylmalonyl-CoA mutasa,

NAGS — N-acetylglutamatsynthetasa, OAT — ornithinaminotransferasa,

OCT - ornithintranskarbamylasa, PAH — fenylalaninhydroxylasa, CBS - cystathionin -syntasa,
PCC - propionyl-CoA karboxylasa, PCD — pterin-4a-karbinolamindehydratasa,

PHGDH - 3-fosfoglyceratdehydrogenasa, PRODH — prolinoxidasa, SUOX —sulfitoxidasa,
PTPS - 6-pyruvoyltetrahydropterinsyntasa, PSCDH — 1-pyrrolin-5-karboxyldtdehydrogenasa,
HGD - homogentisitdioxygenasa, 3-MCC — 3-methylkrotonyl-CoA karboxylasa,
3-MGC-CoA-hydratasa — 3-hydroxy-3-mythylglutaryl-CoA hydratasa, CTH - y-cystathionasa,
SBCAD - acyl-CoA dehydrogenasa, MHBD —2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenasa,
IBD — isobutyryl-CoA dehydrogenasa, MLYCD — malonyl-CoA dekarboxylasa)

*enzymovy komplex, **porucha je zptisobena &aste¢né snizenou aktivitou enzymu
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Metabolismus

Porucha

Defektni enzym (EC)

Abnormality

Fenylalanin

Fenylketonurie

Hyperfenylalaninemie
(porucha metabolismu
biopterinu)

PAH (EC 1.14.16.1)

GTPCH (EC 3.5.4.16)
PTPS (EC 4.6.1.10)
DHPR (EC 1.5.1.34)
PCD (EC 1.14.16.1)

SR (EC 1.1.1.153)

1 fenylalanin

1 fenylalanin

Vétvené aminokyseliyn

Leucinosa (MSUD)

Isovalerova acidurie

Propionova acidurie

Methylmalonové acidurie

3-Methylkrotonylglycinurie

3-Methylglutakonova acidurie
typu

Deficit dehydrogenasy acyl-
CoA s kratkymi/vétvenymi
fetézci

Deficit 2-methyl-3-
hydroxybutyryl-CoA
dehydrogenasy

Deficit isobutyryl-CoA
dehydrogenasy

Malonova acidurie

BCKD *

IVD (CE 1.3.99.10)

PCC (CE 4.1.1.41)

MUT (EC 5.4.99.2)

3-MCC (EC 6.4.1.4)

3-MGC-CoA-hydratasa
(EC4.2.1.18)

SBCAD (EC 1.3.99.12)

MHBD (EC 1.1.1.178)

IBD (EC 1.3.99.3)

MLYCD (EC 4.1.1.9)

12-ketokyseliny
2-hydroxykyselin
Y YKy y
1 leucin

Tkyselina isovalerova
1derivaty kyseliny isovalerové

Tkyselina propionova
Tderivaty kyseliny propionové
lkyselina tiglova

Tmethylmalonyl-CoA
Tkyselina methylmalonovi

13-methylkrotonyl-CoA
Tkyselina 3-methylkrotonova

Tkyselina 3-methylglutarova

12-methylbutyrylglycin
12-methylbutyrylkarnitin

12-methyl-3-hydroxybutyrat

Tbutyrylkarnitin
tisobutyrylkarnitin

Tmalonyl-CoA
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Metabolismus

Porucha Defektni enzym (EC)

Abnormality

Tyrosin

Tyrosinemie I typu FAH (EC3.7.1.2)

Tyrosinemie II typu TAT (EC 2.6.1.5)

Tyrosinemie III typu HPD (EC 1.13.11.27)

Alkaptonurie HGD (EC 1.13.11.5)

Hawkinsinurie ** HPD (EC 1.13.11.27)

Ttyrosin
Tmaleylacetoacetit
Tfumarylacetoacetat
Tsukcinylaceton
Tsukcinylacetoacetat

Ttyrosin
14-hydroxyfenylpyruvat
1 4-hydroxyfenyllaktat
1 4-hydroxyfenylacetat

Ttyrosin
14-hydroxyfenylpyruvat
14-hydroxyfenyllaktat
14-hydroxyfenylacetat

Thomogentisat
Tbenzochinonacetat

12-cysteinyl-1,4-
dihydroxycyklohexenylacetat
14-hydroxycykloxyacetat

Sirné aminokyseliny

Homocystinurie z dtvodu

defektu cystathioninp-syntasy CBS (EC4.2.1.22)

Deficit methionin S-

adenosyltransferasy MAT (EC2.5.1.6)

Deficit glycin N-

metyltransferasy GMT (EC 2.1.1.20)

Deficit S-

adenosylhomocysteinhydrolasy SAHH (EC 3.3.1.1)

Deficit y-cystathionasy CTH (EC4.4.1.1)

Izolovany deficit sulfitoxidasy SUOX (EC 1.8.3.1)

Tmethionin
Thomocystein
1S-adenosyl-derivaty methioninu
a homocysteinu
lcystathionin
lcystein

Tmethionin

Tmethionin
1S-adenosylmethionin

1S-adenosylhomocystein
1S-adenosylmethionin
Tmethionin
lfosfatidylcholin
lcholin

Tcystathionin

Tthiosulfat
1S-sulfocystein
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Metabolismus Porucha Defektni enzym (EC) Abnormality
- Tglutamin
N-acetyl llu)tjlﬁlcz;’::s nthetas NAGS (EC2.3.1.1) talanin
yie y y Tamoniak
Tglutamin
- talanin
Deficit .
karbamoylfosfatsynthetasy CPS (EC 6.3.4.16) Tal'nom?lk
|citrullin
larginin
Tglutamin
talanin
3 Tkyselina orotova
= Deficit ornithintranskarbamylasy OTC (EC 2.1.3.3) y .
z Tamoniak
> |citrullin
g . .
2 larginin
z
o
>
=]
= Tcitrullin
Citrullinemie ASS (EC6.3.4.5) Tkyselina orotova
Tamoniak
Tcitrullin
Tkyselina orotova
Argininojantarova acidurie ASL (EC4.3.2.1) Tkyselina argininojantarova
tamoniak
larginin
Targinin
Hyperargininemie ARG (EC3.5.3.1) Tkyselina orotova
Tamoniak
- Hype.ror.mthlpemle z deficitu OAT (EC 2.6.1.13) Tam(?m:?lk
= ornithinaminotransferasy Tornithin
-E
& ornith
ornithin
OTC (EC 2.1.3.3) .
HHH syndrom OAT (EC 2.6.1.13) famoniak
Thomocitrulin
g
‘S Novorozeneckd NKHG % .
C—? (neketotickd hyperglycinemie) GCS Telycin
Hyperprolinemie I typu PRODH (EC 1.5.99.8) Tprolin
=
S
& . . Tprolin
Hyperprolinemie II typu P5CDH (EC 1.5.1.2) tpyrrolin-5-karboxyldt
: . .
= Deficit p
% 3-fosfoglycerdtdehydrogenasy PHGDH (EC 1.1.1.95) 13-fosfoglycerat
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Metabolismus Porucha Defektni enzym (EC) Abnormality

. . Mlysin
Hyperlysinemie AASDHPPT (EC 1.2.1.31) tpipekoldt
2-amino-2oxoadipova acidurie AAT (EC 2.6.1.39) Tkyselina 2-aminoadipova
Glutarov4 acidurie I typu GCHD (EC 1.3.99.7) Tglutaryl-CoA

L-2-hydroxyglutarové acidurie L2HGDH (EC 1.1.99.2)

Lysin, tryptophan

Tysin

Tkyselina L-2-hydroxyglutarova

D-2-hydroxyglutarova acidurie =~ D2HGDH (EC 1.1.99.6)  fkyselina D-2-hydroxyglutarova

Choroba Canavanové ASPA (EC 3.5.1.15) TN-acetylaspartat

2.1 Fenylketonurie (PKU)

Fenylketonurie je vrozena porucha metabolismu aminokyseliny fenylalaninu zptisobena
mutaci fenylalaninhydroxylasy. PAH je primdrné exprimovédna v jatrech, kde hydroxyluje
fenylalanin na tyrosin za pfitomnosti kofaktoru tetrahydrobiopterinu, kysliku a Zeleza. Ztrita
funkce PAH vede ke zvySené koncentraci fenylalaninu v krvi a tim dochdzi k toxickym
uc¢inkim na mozek. Fenylketonurii l1ze klasifikovat dle vaznosti hyperfenylalaninemie na

mirnou hyperfenylalaninemii, mirnou fenylketonurii a klasickou fenylketonurii (Tab.3).

Tab.3: Klasifikace fenylketonurie dle koncentrace fenylalaninu v krvi (Lindner, 2006)

Klasifikace Koncentrace fenylalaninu v krvi (umol/l)
Fyziologicka hladina 50 — 110 umol/1
Mirna hyperfenylalaninemie 120 - 600 pmol/l
Mirna fenylketonurie 600 — 1200 umol/1
Klasickéd fenylketonurie nad 1200 pmol/l

Nelécena fenylketonurie se projevuje progresivni dusSevni nezpusobilosti, mentalni
retardaci doprovadzenou dalSimi symptomy jako je ekzém, autismus nebo zachvaty (Scriver et
al., 2001). Vcasnou diagnostikou a lékafskou intervenci se zabrani vdZnému mentdlnimu
postiZzeni (Walter et al., 2002).

Vyskyt této choroby je ve svéte rozdilny. V Evropé se obecné vyskytuje jeden piipad na
deset tisic Zivé narozenych déti, ale napiiklad Finsko mé incidenci nemoci pouze jeden piipad

na sto tisic Zivé narozenych déti (Tab.4)
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Tab.4: Incidence fenylketonurie ve vybranych zemich

Zemé 1 pripad na pocet Zivé narozenych déti
Evropa 1:10 000 (Loeber, 2007)
Finsko 1: 100 000 (Guldberg et al., 1995)
Turecko 1 :4000 (Ozalp et al., 2001)
USA 1:15000
Latinskd Amerika 1:25 000 - 50 000 * (Borrajo, 2007)

*Pozn: prevalence je vyS$si v jizni Latinské Americe

2.1.1 Metabolismus fenylalaninu

Fenylalanin je esencidlni aminokyselina, kterou ziskdvdme z potravy. Patfi mezi
glukogenni a ketogenni aminokyseliny. Spolu s tyrosinem je prekurzorem biosyntézy hormont
adrenalinu, tyroxinu a trijodthyroninu, koZntho pigmentu melatoninu (Obr.4). V potravé piijaty

fenylalanin je ¢aste¢n¢ metabolizovan na tyrosin a druhda ¢ast je vyuzita k syntéze proteind.

Guanosintrifosfat (GTP)
GTPCII

Dihydroneopterin-3-fosfat
PTPS

6-Pyruvoyltetrahydrobiopterin

Fenylpyruvat
SR Fenylacetat
Fenyllaktat
Tetrahydrobiopterin
Fenylalanin Tyrosin
PAH TH
DHPR
Tyrosin L-DOPA
. . . PCD pierin-4a-
g-Dihydrobiopterin karbinolamin
Dopamin
Obr.4: Schéma hydroxylace fenylalaninu a pterinu .
Melanin

TH - tyrosinhydroxylasa, TPH — tryptophanhydroxylasa
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2.1.2 Molekularni podstata
Fenylketonurie je autosomdlné recesivni choroba. Do roku 2007 bylo popsidno 548
riznych mutaci v lidské PAH (Scriver, 2007), ztoho pfedstavuje 50% missense mutaci.

Mowe

regenerace tetrahydrobiopterinu (Thony & Blau, 2006).

2.1.3 Patogeneze

Dosud neni zcela objasnéna patogeneze poskozeni mozku u fenylketonurie, ale je
kauzalné spjata se zvySenou koncentraci fenylalaninu v krvi.

Poruchou funkce PAH dochézi ke zvyseni hladiny fenylalaninu a ke sniZeni hladiny
tyrosinu v krvi. Tento stav vede k poruSe biosyntézy aminl, jako je melanin, dopamin
a noradrenalin. Déle dochdzi k disbalanci dlouhych neutrdlnich aminokyselin v mozku, coz
zpusobuje zvySenou hladinu tyrosinu a serotoninu. Mezi dal$i mechanismy poskozujici mozek
pfi hyperafenylalaninemii je sniZend aktivita pyruvatkinasy (Horster et al., 2006), narusSeni
glutamatergni neurotransmise (Martynyuk et al., 2005), sniZen{ aktivity enzymu 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reduktasy (Shefer et al., 2000) a sniZeni enzymatické funkce

monoaminoxidasy B (Ghozlan et al., 2004).

2.1.4 Diagnostika

Zjisténi zvysené koncentrace fenylalaninu (>120 pmol/l) v novorozeneckém screeningu,
vede k provadéni dalSich testil, které potvrdi nebo vylouci diagnosu. Stanovuje se celkovy stav
aminokyselin v krvi a moci, vyznamné jsou koncentrace fenylalaninu a tyrosinu. Ddle se

vySettuje, zda neni porucha v syntéze nebo regeneraci tetrabiopterinu.

2.1.5 Terapie

Cilem terapie je sniZit hladinu fenylalaninu v organismu, kterd je pro télo toxicka
a zpusobuje vazné poskozeni zdravi.
Dieta

Pacienti s fenylketonurii musi dodrzovat specialni semisyntetickou dietu. D€l potraviny
na potraviny s velmi nizkym obsahem fenylalaninu (neomezeny piijem — sacharidy, ovoce),
potraviny se strednim obsahem fenylalaninu (vypocitané mnoZstvi — brambory, Spenit,
brokolice, nizkobilkovinny chléb a téstoviny), smési aminokyselin bez fenylalaninu (vypocitané
mnoZstvi — obohacené vitaminy, minerdly a stopové prvky) a stravu s vysokou koncentraci
fenylalaninu (z jidelniCku uplné vypustit — maso, ryby, jogurt, obili, zmrzlina).

Matefské mléko ma relativné nizkou koncentraci fenylalaninu, proto se doporucuje

kojeni. Dnes jsou i k dispozici kojenecké vyZivy s aminokyselinami bez fenylalaninu.
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Glycomacropeptid je protein ziskany ze syrovétky, bohaty na aminokyseliny, ale
neobsahuje tyrosin, tryptophan a fenylalanin (Laclair et al., 2009) a muZe byt uZite¢nym

doplitkem v dieté.

Tetrabiopterin

U néekterych pacientld exogenni pifjmem tetrabiopterinu dochdzi ke zvySeni aktivity
PAH a tim ke sniZen{ fenylalaninu (Phe) v krvi aZ na terapeutickou hladinu (Zurfli et al., 2008).
Exogenni ddvka tetrabiopterinu miiZe zvysit vazebnou afinitu mutované PAH k tertabiopterinu,
ochranit aktivni tetramericky enzym pied degradaci, zvySit biosyntézu BH, a zvySit expresi
PAH. Studie uvadéji, Ze tento mechanismus uc¢inku je multifaktoridlni. Na sniZeni hladiny Phe

v krvi by se tedy mély podilet vSechny ¢tyfi zminéné ticinky (Blau & Erlandsen, 2004).

Alternativni piistupy 1é¢by

Fenylketonurie je vdZné onemocnéni, u kterého pacient musi dodrzovat velmi striktné
dietu. Tato lécba je sice ucinnd, ale je pro nemocného obtézujici, proto se vyzkum nadile
zabyva dalSimi moZnostmi 1écby.

Fenylalninamoniumlyasa (EC 4.3.5.1) je enzym ziskany z bakterie, ktery katalyzuje bez
kofaktoru pfeménu L-fenylalaninu na kyselinu trans skoficovou a amoniak (MacDonald &
D’Cunha, 2007). Tento druh 1é¢by je zatim ve stadiu vyzkumu.

Transplantace jater zcela spravuje deficit PAH, ale rizika spojend s transplantaci jsou
piiliS vysoké, proto se k této 1é¢bé nepfistupuje.

Pomoci genovd terapie by mohlo dojit k tplné nipravé, ale bohuZel vnesené nevirové
nebo rekombinantni adenovirové vektory dosud nevedly k trvalé fenotypové korekci (Ding et

al., 2004).

2.2 Nemoc javorového sirupu (leucinosa, MSUD)

Je geneticky podminéna choroba zplsobend deficitem dehydrogenasového komplexu
2-ketokyselin s vétvenym fetézcem (BCKD).

Nastup klinickych pfiznakd miize byt rozliSny. Nemoc lze klasifikovat na téZzkou
novorozeneckou formu s metabolickym rozvratem, akutni intermitentni formu s opoZdénym
zacatkem a chronickou progresivni formu. Relativné velmi Casty je i vyskyt asymptomatické
formy nemoci.

Mezi prvni pfiznaky patii nasladly karamelovy zdpach moce pfipominajici javorovy
sirup. Nemoc se projevuje opakovanymi atakami postihujici nervovy systém (kéma, letargie),

muze dojit k rozvratu vnitiniho prostedi (ketoacidosa) a naruseni funkce jater. Chronickd forma
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nemoci poskozuje i gastrointestindlni trakt (trvald anorexie, chronické zvraceni, neprospivani
a osteopordza).

Prevalence této choroby je ve svété rozdilnd, uddva se jeden piipad na sto dvacet tisic
az pét set tisic Ziv€ narozenych déti. V zemich, kde jsou obvyklé piibuzenské snatky je

Nl

incidence této nemoci vyssi (napf. Turecko — 1 pfipad na 50 000 Zivé narozenych déti)

2.2.1 Metabolismus leucinu, isoleucinu a valinu

Leucin, isoleucin a valin jsem esencidln{ alifatické aminokyseliny (Obr.5).

Leucin [soleucin Valin
Kyselina Kyselina Kyselina
2-oxoisokarpoova 2-0x0-3-methyl-N-valerova 2-oxqjsovalerova
BCKD komplex
[sovaleryl-CoA 2-Methylbutyryl-CoA I[sobutyryl-CoA

v v v

v Y v
v U v

Acetyl-CoA Acetyl-CoA Sukcinyl-CoA
+ +
Acetoacetat Sukcinyl-CoA

Obr.5: Schéma metabolismu leucinu, isoleucinu a valinu
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2.2.2 Molekularni podstata

Leucinosa je autosomdlné recesivni choroba, u které bylo dosud popsano 150 riiznych
asociovanych mutaci, které zptisobuji klasicky nebo intermitentni klinicky fenotyp (Aevarsson
et al., 2000). Enzymovy komplex BCKD se skladd4d ze tii podjednotek a kazdd z nich ma gen
lokalizovany na jiném chromosomu (Nellis &Danner, 2001). Dekarmoxylasa E1 se sklada
z podjednotek E;, a Ejg, kde E;, ma gen umistény na dlouhém raménku chromosomu 19, E;3 gen
na kratkém raménku chromosomu 6. Dihydrolipoylacyltranferasa E2 md gen umistén na
kritkém raménku chromosomu 1, dihydrolipoamiddehydrogenasa E3 na dlouhém raménku
chromosomu 7. Mutace v genu pro podjednotky E1 a E2 zpiisobuje nemoc javorového sirupu

a mutace v genu pro podjednotky E3 specificky syndrom.

2.2.3 Patogeneze
BCKD je enzymovy komplex, ktery dekarboxyluje 2-ketokyseliny vzniklé ve druhém

kroku katabolismu leucinu, isoleucinu a valinu. Z tohoto divodu dochazi k jejich kumulaci
v krvi, mo¢i a mozkomiSnim moku. Prvni krok transaminace je reversibilni reakce, proto
dochézi k pfeméné 2-ketokyselin na aminokyseliny a jejich hromadéni.

Mezi nejvice toxické metabolity pafi leucin a kyselina 2-oxoisokaproovd, kterd

negativné ovliviiuji mozkové funkce.

2.2.4 Diagnostika
Stanoveni koncentrace leucinu vkrevni skvrng patii v Ceské republice do
novorozeneckého screeningu. V piipadé zvysené koncentrace leucinu se stanovuji hladiny

dalSich aminokyselin v krvi a moc¢i. Pro potvrzeni diagnosy se ddle provadi enzymova studie.

2.2.5 Terapie

Vcasna diagnostika a zahdjeni adekvatni 1é€by je nutné pro minimalizaci poSkozeni
CNS (centrdlni nervovy systém). V akutni fazi klasické leucinosy se provadi exogenni
odstranéni toxinti (hemodialyza, hemofiltrace s vysokoenergetickou dietni terapii) (Jouvet et al.,
1997). Po dspesném piekondni akutni fdze nemoci se pfechazi na dlouhodobou 1écbu, kterd
spociva v piisném dodrZovani semisyntetické diety (sniZeni pifjmu vétvenych aminokyselin,

hlavné leucinu).
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3 Dédicné metabolické poruchy oligopeptidu
V této kapitole se budu vénovat dédicnym poruchdm metabolismu glutathionu,

imidazolovych dipeptidil a deficitu prolidasy.

3.1 Dédi¢né metabolické poruchy glutathionu
Dédiéné metabolické poruchy glutathionu jsou zplisobeny deficitem enzymi
v y-glutamylovém cyklu. Patfi sem nemoci jako deficit y-glutamylcysteinsynthetasy, deficit

glutathionsynthetasy, deficit y-glutamyltranspeptidasy a deficit 5-oxoprolinasy.

3.1.1 Metabolismus glutathionu

Glutathion je tripeptid sloZeny =z glutamatu, cysteinu a glycinu, je tvofen
v y-glutamylovém cyklu probihajici v builkkich (Obr.6). Je pfitomen téméf ve vSech
bunkdch a md vyznamnou roli v fad¢ biologickych funkci, jako je biosyntéza DNA a proteint,
detoxikace xenobiotik a karcinogent, odstranovani volnych radikald, transport aminokyselin

a metabolismu 1€k.

GGT
Aminokyselina

Vné bunky

Uvnitf buniky
Glutathion Cysteinyl-glycin

Glycin

Gama-Glutamylaminokyselina

PEP
GSS

Gama-Glutamyl-cystein ~ Cystein Aminokyselina

ADP + Pi

GCL
5-OPase )
ﬁ Glutamat —— ———— 5-Oxoproli
ATP

Obr.6: y-Glutamylovy cyklus
ADP - adenosindifosfat, ATP - adenosintrifosfat , GCL — y-glutamyl-cysteinsynthetasa,
GGT- gama-glutamyltransferasa, GSS - glutathionsynthetasa, PEP - dipeptidasa,

Pi — odstépeny anorganicky fosfat, 5-OPase — 5-oxoprolinasa,
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3.1.2 Deficit y-glutamylcysteinsynthetasy
Deficit y-glutamylcysteinsynthetasy je nemoc projevujici se hemolytickou anemif
a neurologickymi symptomy. Dodnes byla diagnostikovdna pouze u 9 pacientd ze 7 rodin

(Fernandes et al., 2008).

3.1.2.1 Molekularni podstata

Deficit y-glutamylcysteinsynthetasy je velmi vzicna autosomdlné recesivni porucha.
v-Glutamylcysteinsynthetasa je enzym sklddajici se ze dvou podjednotek (lehka - regulacni,
tezka-katalytickd). Tyto podjednotky jsou kédovdny dvéma rliznymi geny, gen pro lehkou
podjednotku lezi na chromosomu 1p21(Sierra-Rivera et al., 1996) a gen pro tézkou podjednotku

je lokalizovan na chromosomu 6p12 (Sierra-Rivera et al., 1995).

3.1.2.2 Patogeneze

Porucha se u vSech pacienti projevovala sniZzenou koncentraci glutathionu
v erytrocytech, leukocytech a kosternich svalech. Také byl pozorovan tbytek erytrocytd. Dalsi

symptomy byly u pacientl rozliSné.

3.1.2.3 Diagnostika
Pro potvrzeni diagnosy se provadi muta¢ni analyza a méfeni aktivity enzymu

v erytrocytech.

3.1.2.4 Terapie

Pacienti by se méli vyvarovat 1éki a potravy, které vyvolavaji hemolytickou krizi.

3.1.3 Deficit glutathionsyntetasy

Tuto nemoc miZeme klasifikovat dle zdvaznosti klinickych ptiznakl na vaZnou, stfedné
vaznou a mirnou formu. U pacientll s mirnou formou byla popsdna pouze hemolyticka anemie.
Stiedné vaznd forma nemoci se u pacientd projevovala jiZ po narozeni jako metabolicka
acidosa, oxoprolinurie, hemolytickd anemie a Zloutenka. Stav pacienta se obvykle po
novorozeneckém obdobi stabilizoval. Infekce mohou vyvolat u takto nemocnych lidi zdvaznou
acidosu a disbalanci elektrolytl, kterd pro né muZze byt fatdlni. Zavaznd forma nemoci se
projevuje progresivnim postizenim CNS, jako je mentdlni retardace, ataxie, kfece a spasticita.

Deficit glutathionsyntetasy byl dosud diagnostikovdan u 65 pacientd v 55 rodinich
(Fernandes et al., 2008).

3.1.3.1 Molekularni podstata
Je autosomdlné recesivni choroba, kde mutovany gen pro enzym lezi na chromosomu

20g11 (Webb et al., 1995). Vazna a stfedné vazna forma je asociovdna s mutaci postihujici
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katalytické vlastnosti enzymu, mirnd forma je zplsobena mutaci zplsobena nestabilitou

enzymu.

3.1.3.2 Patogeneze

Pro tento deficit je charakteristickd sniZend koncentrace glutathionu a zvySend
koncentrace y-glutamylcysteinu. y-Glutamylcystein je pfeménén na 5-oxoprolin, ten je dale
metabolizovan 5-oxoprolinasou na glutamat. Pfi excesivni tvorbé 5-oxoprolinu dochdzi k jeho
kumulaci v télnich tekutindch, z diivodu limitujici koncentrace S-oxoprolidasy, zptisobuje tak

5-oxoproliurii a metabolickou acidosu.

3.1.3.3 Diagnostika

U novorozenct s téZkou formou nemoci se projevuje metabolickd acidosa. V moci je
stanovena zvySend koncentrace 5-oxoprolinu.

Pro potvrzeni diagnosy se méfi aktivita GS v erytrocytech, leukocytech nebo

kultivovanych koZnich fibroblastech, dile se provadi mutacni analyza.

3.1.3.4 Terapie
Prvnim krokem léEby je uprava acidosy. Byly provedeny studie, kde poddvani vitaminu

E a C vedlo ke zlepseni stavu (Fernandes et al., 2008).

3.2 Dédi¢né metabolické poruchy imidazolovych dipeptidi
Imidazolové dipeptidy obsahuji imidazolové jadro histidinu, do této skupiny patii
karnosin a anserin. Dosud byly popsidny dvé choroby, deficit sérové karnosinasy

a homokarnosinosy.

3.2.1 Metabolismus karnosinu, anserinu a homokarnosinu

Karnosin, také znam jako B-alanylhistidin, se nachdzi v kosternim svalstvu a mozku,
kde mtiZe fungovat jako neurotransmiter. Cytosolova a sérova karnosinasa jsou dva isoenzymy,
které ho hydrolyzuji. Cytosolova karnosinasa se nachdzi ve vSech lidskych tkénich, neucastni se
hydrolyzy anserinu a homokarnosinu, ale m4 vysokou dipeptidasovou specifitu. Pomoci sérové
karnosinasy dochdzi k hydrolyze karnosinu a anserinu, av§ak velmi Spatné katalyzuje hydrolyzu
homokarnosinu. S vékem stoupa jeji aktivita.

Anserin, také zndm jako [-alanyl-1-methylhistidin, je dipeptid, ktery se za
fyziologickych okolnosti v lidskych télnich tekutindch a tkanich nenachézi. Nepatrné mnoZstvi
mtiZze pochdzet ze stravy.

Homokarnosin, také zndm jako y-aminobutyrylhistidin, je specificky peptid nachézejici

se v mozku. Jeho funkce neni dosud jasnd. Je hydrolyzovan sérovou karnosinasou.
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3.2.2 Deficit sérové karnosinasy

Tato nemoc se projevuje mentélni retardaci rizného stupné, v nékterych piipadech byly
popsany kiecové stavy.

Porucha byla poprvé popsdna vroce 1967 (Perry et al., 1967) a dodnes bylo

zaznamendno 30 piipada (Fernandes et al., 2008).

3.2.2.1 Molekularni podstata
Deficit sérové karnosinasy je autosomalné recesivni choroba. U déti s 18q syndromem
byl téZ popséan deficit tohoto enzymu, coZ naznacuje lokalizaci genu pro tento protein (Williet

al., 1997).

3.2.2.2 Patogeneze

U tohoto onemocnéni dochazi pfi bezmasé dieté k trvalé karnosinurii. Zdravy jedinec
pii poZiti anserinu vylou¢i mo¢i jeho metabolit (1-methylhistidin), u nemocnych je koncentrace

metabolitu v moci nizka.

3.2.2.3 Diagnostika

Diagnostika se provadi stanovenim aminokyselin v krvi a moci pfi bezmasé dieté. Déle
se miZe stanovit aktivita karnosinasy v séru, kterd miZe byt sniZzend i u poruch moc¢oviného

cyklu a sclerosis multiplex (Wassif et al., 1994).

3.2.2.4 Terapie

V soucasné dobé€ neni zadna ucinna 1écba znama.

3.2.3 Homokarnosinosa

Nemoc se projevuje mentdlni retardaci rizného stupné, u nékterych pacientii byly
popsany spasticka diplegie a retinitis pigmentosa.

Nemoc byla poprvé popsana vroce 1976 (Sjaastad et al., 1976) a dodnes byly
zaznamendny 4 pfipady (Fernandes et al., 2008).

3.2.3.1 Molekularni podstata

NejspiSe se jednd o autosomalné recesivni onemocnéni (Fernandes et al., 2008).

3.2.3.2 Patogeneze

U 3 piipadi ze 4 byla objevena zvySena hladina homokarnosinu v likvoru, koncentrace
karnosinu byla pfitom fyziologickd. Domnivd se, Ze homokarnosinosa a deficitu sérové

karnosinasy je pravdépodobné stejna porucha (Fernandes et al., 2008).

3.2.3.3 Diagnostika

Pro diagnostiku této poruchy se vyuziva kvantitativni analyza aminokyselin v likvoru.
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3.2.3.4 Terapie

Dosud nebyla popsana Zadn4 Gc¢inna lécba.

3.3 Deficit prolidasy

Pro toto onemocnéni jsou charakteristické kozni 1éze predilekéné se vyskytujici na
dolnich koncetindch, déle porucha motoriky, ¢i mentalniho vyvoje a Casté opakujici se infekce.
Asi jedna Ctvrtina pacientd je vSak asymptomaticka.

Nemoc byla poprvé popsdna vroce 1968 (Goodman et al., 1968) a dodnes bylo

zaznamendno 40 piipada (Fernandes et al., 2008).

3.3.1 Molekularni podstata

Tato choroba se d&di autosomdln& recesivné, gen pro prolidasu je lokalizovdn na

chromosomu 19q13 (McAlpine et al., 1976).

3.3.2 Patogeneze
Abnormdlnim nélezem je masivni vylucovani imidopeptidd, jednd se o dipeptidy, které

maji na N-termindlnim konci prolin nebo hydroxyprolin.

3.3.3 Diagnostika

Pro uréeni diagnosy se stanovuje koncentrace imidodipeptidi v moci.

3.3.4 Terapie

ZkuSenosti s 1écbou jsou malé vzhledem k nizké incidenci choroby (Fernandes et al.,

2008).
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4 Material

4.1 Biologicky material
Jako biologicky materidl byly analyzovany vzorky sér a lidské koZni fibroblasty. Séra

pochdzela od déti vySetfovanych pro podezieni na dédi¢nou metabolickou poruchu.

4.2 Chemikalie

Standardy aminokyselin, derivati aminokyselin a oligopeptidii:

Alanin , beta-alanin, fenylserin, valin, tyrosin, tryptophan, serin, cystedt, O-fosfo-L-
serin, N-methylhistidin, 4-hydroxyprolin, 5-hydroxytryptophan, isoleucin, arginin, glycyl-
leucin, karnosin, L-anserin byly zakoupeny u firmy Calbiochem (Darmstadt, Némecko).
Threonin, prolin, methionin, cystin, asparagin, fenylalanin, glycin, leucin, lysin, cystathionin,
sarkosin, aspartat, glycyl-glycyl-glycyl-glycin, glycyl-L-tryptophan, D,L-alanyl-D,L-asparagin,
histidyl-histidin, glycyl-glycin, glycyl-glycyl-glycin, alanyl-alanin, D,L-alanyl-D,L-norvalin,
glycyl-norvalin, L-leucyl-L-tyrosin, glycyl-L-tyrosin, DL-leucyl-glycyl-glycin, D,L-alanyl-D,L-
fenylalanin, glycyl-D,L-alanin, D,L-alanyl-D,L-valin, glycyl-D,L-fenylalanin, D,L.-alanyl-D,L-
methionin, glycyl-D,L-norleucin, D,L-alanyl-glycyl-glycin, glycyl-D,L-valin, glycyl-D-
asparagin byly zakoupeny u firmy Nutritional Biochemicals Corporation (Cleveland, Ohio).
Norleucin, homocystin, N-acetyl-L-aspartdt, homoserin, glutamin, N-acetylornithin,
N-formylmethionin, cystein, 5-oxoprolin, 3-aminoisobutyrdt 2-aminoadipdt, glutamat,
homokarnosin, glutathion, S-lactoylglutathion byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich
(St. Louis, USA), ornithin u firmy Feinbiochemica (Némecko,Heidelberg), citrullin u firmy

LACHEMA (Brno. Cesk4 republika) a histidin u firmy Reanal (Budapest’, Mad’arsko).

Stabilné znac¢ené standardy:
Smés znacenych standardl (Alanin-D4, arginin-D7, aspartat-D3, citrullin-D2,
glutamat-D5, glycin-C2N, leucin-D3, ornithin-D6, fenylalanin-D35, tyrosin-D4, valin-D8) byla

zakoupena u firmy Chromsystems (Mnichov, Némecko).

Roztoky:

Methanol LC-MS, acetonitril LC-MS, hydroxid amonny a kyselina octovd byly
zakoupeny u firmy Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Pro pfipravu vSech roztoki byla pouzita
voda LC-MS zakoupena téZ u firmy Sigma Aldrich (St. Louis, USA).
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4.3 Piistrojové vybaveni

Studované litky byly analyzovdny pomoci ultraicinné kapalinové chromatografie
(UHPLC) Dionex Ultimate 3000 RS (Sunnyvale, CA, USA) ve spojeni s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem QTRAP 5500 (AB Sciex, Foster City, CA, USA).

Pti experimentech byly déle pouZity: vortex (IKA Works, USA), centrifuga (Micro 120,
Hettich, Némecko), sonifikdtor (Kraintek s.r.o., Slovensko), analytické vahy (KERN ABT 120-
5DM, Belingen, Némecko) a pH metr Cyberscan ph 510 (Thermo scientific, Waltham, MA,
USA).

S Metody

5.1 Priiprava biologického materialu
Ptiprava séra

K 25 pl séra bylo ptidano 125 ul smési znacenych standardii rozpusténych v methanolu.
Séra byla vortexovdna (10 s), sonifikovdna (5 min) a centrifugovdna (2 min, 14 000 rpm).

Odebrany supernatant byl pied analyzou desetkrat nafedén vodou.

Ptiprava fibroblastl

KoZni fibroblasty byly quenchovdny a extrahovdny podle diive popsaného postupu
(Prachatovd, 2010). K lyofilizovanému extraktu bylo pfiddno 25 ul vody a 125 pl smési
znacenych standardl. Vzorky byly vortexovany (10 s), sonifikovany (5 min) a centrifugovany

(2 min, 14 000 rpm). Supernatant byl desetkrat nafedén vodou.

Ptiprava standarda

Celkem 69 aminokyselin, oligopeptidi a jejich derivath byly vybrdny
z Olomoucké metabolomické databaze OLMEDA, kterd byly vytvofena v Laboratoti dédi¢nych
metabolickych poruch a sdruZuje data zdatabazi HMDB (http://www.hmdb.ca/), KEGG
(htt://kegg.com/) a dalSich zdroji. Zasobni standardy byly rozpustény ve vodé na vyslednou

koncentraci 0.1umol/l.

5.2 Optimalizace MS/MS

Pro optimalizaci podminek MS/MS byly zasobni roztoky studovanych latek nafedény
na vyslednou koncentraci 0,1 pumol/l alkalickym pufrem (20mmol/l octan amonny, pH 9,45:
acetonitril; 1:1) a poté aplikovany piimo do iontového zdroje syringe pumpou o prutoku

7ul/min. Prostfednictvim monoizotopovych hmotnosti bylo identifikovdno 5 nejintenzivnéjsich
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multiple-reaction monitoring (MRM) ptechodt. Pro kazdy MRM ptechod byly optimalizovany
deklasteracni potencial (DP), kolizni energie (CE), vstupni potencial (EP) a vystupni potenciél

kolizni cely (CXP). Optimalizace studovanych latek probihala v pozitivnim i negativnim médu.

5.3 Optimalizace UHPLC
Optimalizace podminek UHPLC se sklddala z vybéru vhodné kolony, mobilni féze,
gradientové eluce, teploty, tlaku, mnozstvi nastifknutého vzorku a pritoku kolony. Déle se

zjistovaly retencni Casy danych latek.

5.4 Analyza standardia

Bylo vytvoteno deset smési ze zasobnich standardt (0,1 pmol/l), které byly desetkrat
nafedény alkalickym pufrem. Latky byly vybrany tak, aby se ve stejné smési nevyskytovaly
standardy o stejné nebo podobné monoizotopové hmotnosti (rozdil vétsi jak 1 Da). Analyza
takto pfipravenych smési probihala za optimalizovanych podminek a kazda studovana latka byla
identifikovdna promoci 5 MRM piechody.

Po zjisténi retencniho Casu a vybéru jednoho ¢i dvou MRM prechodt pro kazdou latku
byly jednotlivé smési standardi analyzovdny znovu s piidavkem smési stabiln€ znacenych
standardii. Poté byly vytvofeny pouze dvé smési, sm&s 1 obsahovala 35 latek, smés 2
obsahovala 34 litek. Tyto smési byly analyzovany pouze sjednim MRM piechodem za

optimalizovanych podminek.

5.5 Analyza vzorku

Deproteinované vzorky s pfidavkem stabiln¢ znacenych standardli byly analyzovany za
optimalizovanych podminek stejnym zptisobem jako jednotlivé smési standardl. V této metode
byl jiz pro identifikaci latek pouZivian jeden MRM ptechod, ktery byl srovnédn s literaturou

a opakovang€ pii analyze neznacenych standardii ovéfovan.

5.6 Matricové efekty

Pti zjisStovani matricovych efektl bylo vybrano 5 neznacenych standard aminokyselin
(leucin, prolin, glutamat, cystein a histidin), které se liSily MRM piechody a retenénim casem.
Z téchto latek se vytvotila smés o koncentraci 0,1 pmol/l. Pfi analyze redlnych vzorki (5 vzorka
sér, 5extraktd zkoznich fibroblasti) se kontinudlné pomoci syringe pumpy o prutoku

0,3 pl/min aplikovala tato smé&s piimo do iontového zdroje.

35



6 Vysledky

6.1 Optimalizace MS/MS metody

Pti optimalizaci MS/MS metody byly nalezeny optimalni MRM piechody studovanych
latek. VSem studovanym latkdm byla zméfena hmotnostni spektra a fragmentacni spektra
molekulovych iontd.

Jako piiklad uvddim hmotnostni (Obr.7) a fragmentac¢ni (Obr.8) spektrum dipeptidu
glycyl-fenylalaninu (GlyPhe). Hmotnostni spektrum GlyPhe obsahuje protonovany molekuldrni
ion m/z = 223.0 Da a jeho dcefinné fragmenty. Pro dal$i analyzy byl vybrdn fragment
m/z =119,9 Da. Fragmentacni spektrum jiZz vzniklo za optimalizovanych MS parametri pro
kazdy MRM prechod.

Pti optimalizaci MS bylo zjiSté€no, Ze studované latky se 1épe St€pi v pozitivnim médu.
Pristroj v pribéhu optimalizace automaticky vyhodnotil 5 nejintenzivnéjsich MRM prechod,
ddle se optimalizovaly parametry jako deklasteracni potencial (DP), vstupni potenciil (EP),
kolizni energie (CE) a vystupni potencidl kolizni cely (CXP). Jako ptiklad uvadim optimalizaci

GlyPhe DP (Obr.9), CE (Obr.10) a CXP (Obr.11).
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Obr.11: Optimalizace CXP pro fragment 119.9 Da

V tabulce (Tab.5, 6, 7) je uveden piehled vybranych MRM ptechodt, optimalizované
parametry DP, EP, CE a CXP vSech studovanych litek. Dédle byly optimalizovany parametry
jako tlak “curtain gas” (CUR — 30 psi), tlak kolizniho plynu (CAD — medium), napé&ti na kapilafe
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iontového zdroje (IS — 5500 V), teplota zmlZzujicich plynti (TEM — 500 °C), tlak zmlZujiciho
(GS1 - 40 psi) a susiciho plynu (GS2 — 40 psi).

Tab.5: Optimalizované parametry MS/MS aminokyselin a jejich derivati

Q1 Q3 1D DP EP CE CXP
181,894 118 fenylserin 36 10 21 10
117,936 72,1 valin 56 10 17 8
204,896  145,8 tryptophan 41 10 25 14
89,911 71,9 beta-alanine 26 10 13

105,848 60 serin 16 10 15

115916 69,9 prolin 31 10 21

131,909 86 norleucin 31 10 15 10
240,9 151,8 cystin 36 10 19 20
268,865 1359 homocystin 56 10 15 12
155,888 110 histidin 46 10 19 10
181,914 136 tyrosin 46 10 19 12
119,92 73,9 threonin 41 10 15 8
133,911 106,9 asparagin 226 10 29 10
89,919 44,1 alanin 51 10 23 6
175,847 134 N-acetylaspartat 36 10 15 12
185,963 87,8 O-fosfo-L-serin 31 10 17 12
146,909 83,9 glutamin 66 10 25 10
169,923 96 N-methylhistidin 41 10 27 10
220,903 1619 5-hydroxytryptophan 46 10 25 16
165,895 119,9 fenylalanin 36 10 19 12
119,91 102 homoserin 21 10 13 10
131,915 85,8 4-hydroxyprolin 41 10 19 10
174,896 1149 N-acetylornithin 51 10 17 12
177,871 130 N-formylmethionin 46 10 15 12
75,898 58,6 glycin 41 10 13

103,988 86,1 3-aminoisobutyrat 56 10 11

161,81 98 2-aminoadipat 56 10 21

146,921 839 lysin 66 10 23 10
222,875 88,1 cystathionin 51 10 41 10
89,733 44,1 sarkosin 51 10 21 8
121,894 75,9 cystein 156 10 19 10
129,906 83,9 5-oxoprolin 51 10 19 10
132,857 115,6 ornithin 51 10 13 12
147,796 83,9 glutamat 41 10 23 8
175,865  112,8 citrullin 36 10 23 12
161,939  102,9 carnitin 56 10 23 10
131,951 86,1 leucin 51 10 15 10
131,918 86 isoleucin 31 10 15 10
133,854 87,9 aspartat 51 10 15 10
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Q1 Q3 ID DP EP CE CXP
149,908 104 methionin 41 10 15 10
169,866 1058 cysteat 96 10 27 12
174,9 115,8 arginin 51 10 19 10
Tab.6: Optimalizované parametry MS/MS peptidu
Q1 Q3 ID DP EP CE CXP
246,927  115,1 GlyGlyGlyGly 56 10 25 14
188,932 132 GlyLeu 56 10 17 12
261,949 188 GlyTrp 56 10 25 16
203,918 133,11 AlaAsn 46 10 17 12
292,967  110,1 HisHis 61 10 37 12
132,936 75,9 GlyGly 51 10 15 10
160,933 89,9 AlaAla 66 10 15 10
188,919  118,1 AlaNorval 46 10 15 12
174,928 72 GlyNorval 56 10 23 8
295,004 182 LeuTyr 56 10 17 20
189,632 1148 GlyGlyGly 46 10 13 10
238,907 136 GlyTyr 1 10 27 12
146,912 89,9 GlyAla 56 10 15 10
222,878  119,9 GlyPhe 61 10 29 12
245944 86 LeuGlyGly 51 10 21 10
236,934 166 AlaPhe 46 10 17 14
188,909 1179 AlaVal 41 10 15 10
220,905  149,8 AlaMet 61 10 17 14
174,893 118 GlyVal 51 10 17 12
203,901 129 AlaGlyGly 36 10 13 12
188,908 1319 GlyNorleu 41 10 17 12
226,89 109,9 karnosin 86 10 33 10
240,831 108,8 anserin 46 10 33 12
189,876 1329 GlyAsp 31 10 19 16
240,843 1559 homokarnosin 41 10 15 14
307,915 1789 glutathion 41 10 17 16
380,304 233 S-lactoylglutathion 56 10 23 18
Tab.7: Optimalizované parametry MS/MS znacenych standardi

Q1 Q3 ID DP EP CE CXP
136,918 90,9 aspartit-D3 36 10 15 10
152,913 88,1 glutamdt-D5 31 10 25 10
134,957 89,1 leucin-D3 51 10 15 10
152913  136,1 methionin-D3 41 10 15 10
170,974 1252 fenylalanin-D5 36 10 19 12
185916  140,1 tyrosin-D4 46 10 19 12
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Q1 Q3 D DP EP CE CXP

125,885 80,1 valin-D8 56 10 17 8
181,913 123 arginin-D7 51 10 19 10
177,91 115 citrullin-D2 36 10 15 14
79,948 62,1 glycin-C2N 41 10 13 8
138,959 1222 ornithin-D6 51 10 13 12

6.2 Optimalizace UHPLC

V dalsi fazi experimentu byla optimalizovana separace latek na koloné. Pro experiment
byla pouzita kolona Luna s aminopropylovou staciondrni fazi (NH,) o priméru ¢astic 3 um
a délce 150 mm. Separace probihala pfi teploté kolony 20 °C a tlak v pribéhu analyzy kolisal
od 70 do 230 barii. Byla pouZita gradientova eluce, kde mobilni faze A obsahovala 20 mmol/l
octan amonny (pH 9,45) a mobilni fize B acetonitril. Line4rni gradientovd eluce probihala za
podminek, v ¢ase 0 minut s 95 % mobilni faze B, do 10. minuty klesala k hodnoté 5 %. V Case
10 az 14,3 minuty byl udrZzovén stav mobilni fize B na 5 %. Od 14,3 do 15,3 minuty stoupalo
zastoupeni B na 95 % a tento stav se udrzoval do konce analyzy. Celkova analyza trvala

20 minut. Pratok kolonou byl 0,3 ml/min a ndstiik 5 pl.

6.3 Analyza standardi

Metodou UHPLC-MS/MS se podafilo identifikovat vSechny studované latky. Analyza
smeési standardd probihala za optimalizovanych podminek a pfi separaci byly zjiStény retencni
casy jednotlivych latek (Tab.8).

Studovanym latkdm byl pfifazen stabilné znaceny interni standard, ktery bude v pfisti
studii pouzit ke kvantifikaci latek. Znacené interni standardy maji velky vyznam i pro korekci

matricovych efektd.

Tab.8: Retencni Casy studovanych latek a pfisluSny stabilné znaceny standard

. Znaceny
Q1 Q3 D Ret t (min) a darfl
131,915 85,8 4-hydroxyprolin 5,70 Leucin-D3
131,909 86 norleucin 5,74 Leucin-D3
131,951 86,1 leucin 5,75 Leucin-D3
131,918 86 isoleucin 5,75 Leucin-D3
75,898 58,6 glycin 5,94 Glycin-C2N
169,866  105,8 cysteat 5,99 Glycin-C2N
165,895 119,9 fenylalanin 6,01 Fenylalanin-D5
117,936 72,1 valin 6,12 Valin-D8
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Znaceny

Q1 Q3 ID Ret t (min) standard
149,908 104 methionin 6,13 Methionin-D3
204,896  145.8 tryptophan 6,14 Methionin-D3
161,939 102,9 karnitin 6,25 Methionin-D3
236,934 166 AlaPhe 6,26 Methionin-D3
115916 69,9 prolin 6,31 Methionin-D3
181,894 118 fenylserin 6,36 Methionin-D3
295,004 182 LeuTyr 6,37 Methionin-D3
177,871 130 N-formylmethionin 6,42 Methionin-D3
103,988 86,1 3-aminoisobutyrat 6,42 Methionin-D3
222,878 1199 GlyPhe 6,48 Methionin-D3
220,905  149.,8 AlaMet 6,53 Methionin-D3
89,733 44,1 sarkosin 6,54 Tyrosin-D4
89,919 44,1 alanin 6,56 Tyrosin-D4
188,908 131,9 GlyNorleu 6,59 Tyrosin-D4
188,932 132 GlyLeu 6,61 Tyrosin-D4
188,919 118,1 AlaNorval 6,62 Tyrosin-D4
188,909 1179 AlaVal 6,62 Tyrosin-D4
245944 86 LeuGlyGly 6,63 Tyrosin-D4
181,914 136 tyrosin 6,65 Tyrosin-D4
119,92 73,9 threonin 6,70 Tyrosin-D4
89,911 71,9 beta-alanin 6,71 Citrullin-D2
174,896 114,9 N-acetylornithin 6,71 Citrullin-D2
175,865  112,8 citrullin 6,75 Citrullin-D2
119,91 102 homoserin 6,76 Citrullin-D2
146,921 83,9 lysin 6,79 Citrullin-D2
146,909 83,9 glutamin 6,82 Citrullin-D2
133,911 106,9 asparagin 6,83 Citrullin-D2
220,903  161,9 5-hydroxytryptophan 6,83 Citrullin-D2
129,906 83,9 5-oxoprolin 6,84 Citrullin-D2
174,893 118 GlyVal 6,93 Citrullin-D2
174,928 72 GlyNorval 6,95 Citrullin-D2
105,848 60 serin 6,98 Citrullin-D2
155,888 110 histidin 7,05 Arginin-D7
169,923 96 N-methylhistidin 7,05 Arginin-D7
240,831 108,8 aserin 7,05 Arginin-D7
261,949 188 GlyTrp 7,09 Arginin-D7
160,933 89,9 AlaAla 7,17 Arginin-D7
174,9 115,8 arginin 7,19 Arginin-D7
240,843 1559 homokarnosin 7,31 Arginin-D7
226,89 109,9 karnosin 7,43 Arginin-D7
146,912 89,9 GlyAla 7,59 Ornithin-D6
121,894 75,9 cystein 7,64 Ornithin-D6
132,857 115,6 ornithin 7,65 Ornithin-D6
203,918  133,1 AlaAsn 7,67 Ornithin-D6
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Znaceny

Q1 Q3 ID Ret t (min) standard

238,907 136 GlyTyr 7,69 Ornithin-D6
203,901 129 AlaGlyGly 7,73 Ornithin-D6
132,936 75,9 GlyGly 791 Ornithin-D6
189,876 132,9 GlyAsp 7,99 Ornithin-D6
189,632  114,8 GlyGlyGly 8,08 Ornithin-D6
246,927 115,1 GlyGlyGlyGly 8,10 Aspartat-D3
268,865 1359 homocystin 8,11 Aspartat-D3
222,875 88,1 cystathionin 8,38 Aspartat-D3
292,967 110,1 HisHis 8,74 Aspartat-D3
133,854 87,9 aspartat 9,37 Aspartat-D3
147,796 83,9 glutamat 9,39 Glutamat-D5
161,81 98 2-aminoadipét 9,40 Glutamat-D5
380,304 233 S-lactoylglutathion 9,73 Glutamat-D5
240,9 151,8 cystin 9,79 Glutamat-D5
307,915 178.,9 glutathion 10,78 Glutamat-D5
185,963 87,8 O-fosfo-L-serin 12,45 Glutamat-D5
175,847 134 N-acetylaspartat 12,46 Glutamat-D5

Ve smésich standardd 1 a 2 byly identifikovany vSechny studované latky. Pro lepsi
piehlednost jsem oba chromatogramy rozdélila dle intenzity - chromatogramy latek s niZsi

intenzitou (Obr.11 a 13) a chromatogramy latek s vyssi intenzitou (Obr.12 a 14).
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Obr.11: Chromatogram latek s niZs{ intenzitou smésného vzorku standardi 1
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Obr.13: Chromatogram latek s niZsi intenzitou smésného vzorku standardii 2
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Obr.14: Chromatogram latek s vyssi intenzitou smésného vzorku standardt 2

6.4 Analyza biologického materialu

6.4.1 Analyza sér

Deproteinovand séra byla analyzovana za optimalizovanych podminek.

Celkem bylo analyzovdno 5 kontrolnich sér a 2 séra od pacientd s dédi¢nymi
metabolickymi poruchami (fenylketonurie, leucinosa). V kontrolnich vzorcich sér bylo
identifikovdno 24 studovanych latek (Obr.15) (leucin, isoleucin, fenylalanin, valin, methionin,

tryptophan, karnitin, prolin, sarkosin, alanin, tyrosin, 4-hydroxyprolin, citrullin, homoserin,

10.5

threonin, lysin, glutamin, 5-oxoprolin, serin, histidin, arginin, cystein, aspartit a glutamat).

Analyzy kontrolnich sér si byly podobné, proto nize uvadim jeden piiklad kontrolniho

séra. Latky byly identifikoviny pomoci MRM piechodl a jejich retencnich cast, které byly

srovnany s retenénimi casy standardu.
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Obr.15: Chromatogram kontrolniho séra

Porovnanim kontrolniho séra se sérem pacienta s MSUD (Obr.16) 1ze vidét velky rozdil

intenzity pikd leucinu, isoleucinu a valinu, i kdyzZ intenzita piku internich standardi je témét

totozna.
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Obr.16: Porovnani kontrolniho séra a séra od pacienta s MSUD
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Na chromatogramech kontrolniho séra a séra pacienta s fenylketonurii (Obr.17) je

zreteln€ vidét velky rozdil intenzity pikt fenylalaninu pii témét stejné intenzité piku internich

standardd.
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Obr.17: Porovnani kontrolniho séra a séra od pacienta s PKU

6.4.2 Analyza fibroblastiu

Deproteinované extrakty koznich fibroblastli byly analyzované za optimalizovanych
podminek. Celkem bylo analyzovano 5 extraktli bun€k. Pro prehlednost jsem chromatogramy
opét rozdélila dle intenzit - chromatogramy latek s niZsi intenzitou (Obr.18) a litek s vySsi
intenzitou (Obr.19).

V buiikich bylo identifikovdno celkem 23 latek (leucin, isoleucin, cystedt, fenylalanin,
tryptophan, valin, methionin, karnitin, prolin, sarkosin, alanin, tyrosin, homoserin, threonin,

citrullin, lysin, 5-oxoprolin, glutamin, serin, histidin, arginin, glutathion a aspartat).
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Obr.19: Chromatogram latek s vyssi intenzitou identifikovanych v extraktu koZnich fibroblasti

6.5 Matricové efekty

Vlivy matrice byly zkoumdny post-kolonovou infizi smési 5 vybranych standardd
aminokyselin na 5 riznych vzorcich sér a 5 extraktti koZnich fibroblasti. VSechny biologické
vzorky vykazovaly podobné profily matricovych efektd. Od 4. min dochizelo u vSech latek
k vyraznému poklesu intenzity signdlu (aZ desetkrat), kterd byla aZ do 17. min konstantni vyjma

piki, které odpovidaly latkdm pfirozené se vyskytujicich v daném biologickém vzorku.
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V piipadé¢ vzorkli sér byl piitomen leucin, prolin, cystein a glutamat (Obr.20), v extraktu
fibroblastd byl identifikovan leucin, prolin a glutamat (Obr.21). Vsech 69 studovanych latek se

separovalo mezi 5. aZ 13. min, tudiZ v oblasti, kdy byl pozorovan konstantni vliv matrice.
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Obr.20: Matricové efekty - analyza sér s post-kolonovou infizi smési standardti
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Obr.21: Matricové efekty - analyza extraktd koznich fibroblastl s post-kolonovou infizi smési

standarda
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7 Diskuse

V praktické casti své diplomové praci jsem se zabyvala analyzou aminokyselin
a peptidi metodou UHPLC-MS/MS, kterd muZe slouZzit pro diagnostiku rtiznych dédi¢nych
poruch v metabolismu aminokyselin (Tab.2).

Optimalizace MS podminek byla provedena u kazdé ze studovanych latek. ZjiSt€né
MRM piechody byly porovnavény s diive publikovanymi vysledky (Piraud et al., 2011, Bajad
& Shulaev, 2011) a také s HMDB databazi. U vétSiny piipadli se vybrany MRM ptechod
shodoval. U létek, jejichZ fragmentace nebyla dosud publikovédna, byl MRM piechod vybrdn na
zakladé odvozeni ze struktury jednotlivych litek. Jednalo se hlavné o oligopeptidy, jejichz
vzniklé fragmenty odpovidaly nejcastéji odSt€peni aminokyselin.

Optimalizace LC podminek byla provddéna v rdmci vyvoje metabolomické metody,
kterd zahrnovala nejen analyzu aminokyselin, peptidii a jejich derivatl, ale také rtznych
organickych kyselin, purinovych a pyrimidinovych latek, nukleotidt, cukri atd. Separace byly
nejprve provedeny ve smésich pfiblizné po deseti latkach, které se liSily svou hmotnosti vice
nez o jednotku a byly tak identifikovany na zdklad¢ vSech 5 MRM piechodi zjisténych pii MS
optimalizaci. Po zji§téni jejich retenCnich casi a vybéru nejvhodnéjstho prechodu byly
studované latky rozdéleny pouze do dvou smési po 34 a 35 latkdch a byly detekovany na
zdkladé jednoho MRM ptechodu a diive zjiSténého retencniho ¢asu. BohuZel se nim nepodafilo
od sebe separovat leucin a isoleucin, které maji stejny MRM piechod. Tato skute¢nost vSak
nebrani diagnostice MSUD, protoZe u pacientl s timto onemocnénim dochazi ke zvySovani jak
sérovych hladin leucinu, tak i isoleucinu (Tab.2). RozliSit leucin od isoleucinu se nepodafilo ani
v diive publikované studii (Bajad, 2011), kde byla pouZita k separaci podobna kolona s vét§im
prumérem Castic a vetsi délky (primeér castic Sum, délka 250 mm).

Celkova doba vyvijené metabolomické metody cinila 40 min, ale protoZe vSechny
aminokyseliny a jejich derivaty se separovaly do 13. minuty, byla metoda pro ucely této
diplomové prace zkracena na 20 min - ve srovndni s metabolomickou metodu nastal nédvrat
k inicidlnim podminkdm o 20 min dfive.

Pti aplikaci metody na redlnych vzorcich se podatilo separovat a identifikovat celkem
24 latek ve vzorcich sér a 23 latek v extraktech fibroblastl. V sérech byly identifikovany latky
jako glutamat, 4-hydroxyprolin a cystein, které se nenachdzely v extraktech koznich fibroblasti.
Cystedt a glutathion byly detekovany v extraktech koZnich fibroblastl, ale nenachédzely se séru.
Déle byla analyzovdna séra od pacientii s leucinosou a fenylketonurii. V séru od pacienta
s leucinovou byla potvrzena vysokd akumulace leucinu a isoleucinu a mensi mife téZ valinu ve

srovnéani s kontrolnimi séry (Obr.16). V séru od pacienta s fenylketonurii byla zjiSténa vysoka
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akumulace fenylalaninu ve srovndni s kontrolami (Obr.17), coZz téZ odpovidd laboratornim
naleztim u této poruchy (Tab.2).
Matricové efekty byly zkoumany na vzorcich sér a extrakti fibroblasti. Bylo zjiSténo,

Ze vSechny studované latky byly separovany v Case, kdy byl vliv matrice konstantni.
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8 Zavér

V teoretické ¢ésti diplomové price jsem se zabyvala metabolomikou a dé&di¢nymi
metabolickymi poruchami aminokyselin a peptidii. Metabolomika je védni obor zabyvajici se
stanovenim velkého poctu nizkomolekularnich metabolitii v biologickych vzorcich a podava
nam informace o aktudlnim stavu jedince. Metabolomika mtize byt uplatnéna i pro diagnostiku
dédi¢nych metabolické poruch.

V experimentdlni c¢asti byla vyvijena metoda UHPLC-MS/MS pro analyzu
aminokyselin, jejich derivati a peptidd. Optimalizovand metoda byla poté aplikovdna na
redlnych vzorcich. Byla analyzovéna kontrolni séra, v nichZ se podafilo identifikovat celkem 24
studovanych latek. V extraktech koZnich fibroblastii bylo detekovdno 23 studovanych latek.
Metoda byla téZ ovéfovana analyzou sér od pacienti s MSUD a PKU. U téchto pacientskych sér
byly zjiStény ve srovnini s kontrolou zvySené intenzity metaboliti, které jsou pro danou
poruchu specifické. V této studii byly téZ zkoumdny matricové efekty jednotlivych

analyzovanych biologickych vzorkd.
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Seznam zkratek

AASDHPPT
AAT

ADP

AlaAla
AlaAsn
AlaGlyGly
AlaMet
AlaNorval
AlaPhe
AlaVal

APCI

API

ARG
ASL
ASPA
ASS
ATP
BCKD
BH4
CAD
CBS
CE
CNS

CPS

2-aminodipatsemialdehydsyntasa
2-aminoadipataminotransferasa
adenosindifosfait

alanyl-alanin

alanyl-asparagin
alanyl-glycyl-glycin
alanyl-methionin

alanyl-norvalin
alanyl-fenylalanin

alanyl-valin

chemicka ionizace pfi atmosférickém tlaku

(atmospheric pressure chemical ionisation)

ionizace pii atmosférickém tlaku

(atmospheric pressure ionisation)

arginasa
argininosukcinétlyasa
aspartoacylasa
argininosukcindtsynthetasa

adenosintrifosfat

dehydrogenasovy komplex 2-ketokyselin s vétvenymi fetézci

tetrahydrobiopterin

tlak kolizniho plynu (collision gas pressure)
cystathionin B-syntasa

kolizni energie (collision energy)

centrdlni nervovy systém

karbamoylfosfatsynthetasa
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CTH

CUR

CXP
D2HGDH
DHPR
DNA

DPp

EOF

EP

ESI

FAH

GC

GCL

GCS

GGT
GCHD
GlyAla
GlyAsp
GlyGly
GlyGlyGly
GlyGlyGlyGly
GlyLeu
GlyNorleu
GlyNorval
GlyPhe
GlyTrp
GlyTyr

GlyVal

y-cystathionasa

curtain gas

vystupni potencidl kolizni cely (collision cell exit potential)
D-2-hydroxyglutaratdehydrogenasa
dihydropteridinreduktasa

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
deklasteracni potencidl (declustering potential)
elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)
vstupni potencidl (entrance potential)

ionizace elektrosprejem (electrospray ionisation)
fumarylacetoacetathydrolasa

plynové chromatografie (gas chromatography)
v-glutamyl-cysteinsynthetasa

glycin cleavage systém - enzymaticky komplex
gama-glutamyltransferasa

glutaryl-CoA dehydrogenasa

glycyl-alanin

glycyl-asparagin

glycyl-glycin

glycyl-glycyl-glycin

glycyl-glycyl-glycyl-glycin

glycyl-leucin

glycyl-norleucin

glycyl-norvalin

glycyl-fenylalanin

glycyl-tryptophan

glycyl-tyrosin

glycyl-valin
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GMT glycin N-methyltransferasa

GS1 zmlZujici plyn (nebulizing gas)

GS2 susici plyn (heater gas)

GSS glutathionsynthetasa

GTPCH guanosintrifosfatcyklohyrolasa I

HGD homogentisatdioxygenasa

HisHis histidyl-histidin

HPD 4-hydroxyfenylpyruvétdioxygenasa

IBD 1sobutyryl-CoA dehydrogenasa

IS napéti na kapilafe v iontovém zdroji (ion spray voltage)
ISP ionizace iontovymi spreji (ion spray)

IVD isovaleryl-CoA dehydrogenasa

L2HGDH L-2-hydroxyglutardtdehydrogenasa

LC kapalinova chromatografie (liquid chromatography)
LeuGlyGly leucyl-glycyl-glycin

LeuTyr leucyl-tyrosin

MAT methionin S- adenosyltransferasa

MCM methylmalonyl-CoA mutasa

MHBD 2-methyl-3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenasa
MLYCD malonyl-CoA dekarboxylasa

MRM multiple-reaction monitoring

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

(tandem mass spectrometry)

MSUD nemoc javorového sirupu (leucinosa)

NAGS N-acetylglutamatsynthetasa

NMR nukledrni magnetickd rezonance (nuclear magnetic rezonance)
OAT ornithinaminotransferasa

OoCT ornithintranskarbamylasa
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P5CDH 1-pyrrolin-5-karboxyldtdehydrogenasa

PAH fenylalaninhydroxylasa

PCC propionyl-CoA karboxylasa

PCD pterin-4a-karbinolamindehydratasa
PEP dipeptidasa

Phe fenylalanin

PHGDH 3-fosfoglyceratdehydrogenasa

Pi odstépeny anorganicky fosfat

PKU fenylketonurie

PRODH prolinoxidasa

PTPS 6-pyruvoyltetrahydropterinsyntasa
SAHH S-adenosylhomocysteinhydrolasa
SBCAD acyl-CoA dehydrogenasa

SR sepiapterinreduktasa

SUOX sulfitoxidasa

TAT tyrosinaminotransferasa

TEM teplota zmlZujiciho plynu (source temperature)
TH tyrosinhydroxylasa

TPH tryptophanhydroxylasa

UHPLC ultraicinna kapalinova chromatografie

(ultra high performance liquid chromatography)

UHPLC-MS/MS ultraicinna kapalinova chromatografie/tandemova hmotnostni
spektrometrie (ultra high performance liquid

chromatography/tandem mass spectrometry)

3-MCC 3-methylkrotonyl-CoA karboxylasa
3-MGC-CoA-hydratasa 3-hydroxy-3-mythylglutaryl-CoA hydratasa

5-Opase 5-oxoprolinasa
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