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CILE PRACE

» Vypracovani literarni reSerSe na téma: hmotnostni spektrometrie (Orbitrap),
HPLC, metabolomika, dédi¢né metabolické poruchy, MCADD

* Necilena analyza suchych krevnich skvrn LC/MS

» Zpracovani dat zakladnimi statistickymi metodami a identifikace nejvice
signifikantnich analytl
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1. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka technika, ktera nasla Siroké vyuziti
pfi studiu chemickych latek od zakladni identifikace a kvantifikace, pfes ur€eni struktury
molekul az po izotopové zastoupeni atomd v molekulach a mnohé dalSi. Pracuje
na principu tvorby iontl latky a naslednému rozdéleni podle poméru hmoty k naboji m/z
(de Hoffmann & Stroobant, 2007, a).

1.1.Zakladni prvky hmotnostniho spektrometru

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi zakladnich ¢asti (Obr. 1). Prvni je
iontovy zdroj, ve kterém pfevedeme zkoumané analyty na nabité Castice - ionty.
lonizace se déli na dvé skupiny - ,tvrdou“ a ,mékkou” techniku - podle mnozZstvi
energie, kterou na molekulu plsobime. Mezi zastupce ,tvrdé“ ioniza¢ni techniky
fadime napf. elektronovou ionizaci (El - ,Electron ionization®). Molekuly analytu jsou
vystavovany srazkam s energeticky bohatymi elektrony. Vysledkem je vznik kladné
nabitého radikalu dané molekuly, ktery se navic mize dale rozpadat na fragmenty
z dlivodu prebytku energie (Bleakney, 1929). Naopak u ,mékkych* ioniza¢nich technik
je prebytek energie vzniklého iontu maly, tudiZz je omezena i mozZnost jeho
fragmentace. K tomuto druhu ionizace Fadime chemickou ionizaci (Cl - ,Chemical
ionization) (Munson & Field, 1966) a mnoho desorp&nich technik, napf. ionizaci
elektrosprejem (ESI - ,Electrospray ionization*) (Fenn et al.,, 1989), nebo matrici
asistovana laserova desorpce (MALDI - ,Matrix-assisted laser desorption/ionization®)
(Tanaka et al., 1988).

Vakuum

Pfivod o e Hmotnostni .
vzorku lontovy zdr °1‘ ”| analyzator Detektor

A
Y

Pocitac

\

Obr. 1: Zakladni schéma hmotnostniho spektrometru

lonty putuji dale do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou rozdéleny podle
poméru hmoty k naboji (m/z). Obecné lIze fici, ze vSechny hmotnostni analyzatory
vyuzivaji statické/dynamické elektrické a magnetické pole nebo jejich kombinaci.

Na zakladé rozdilu v principu separace iontd muzeme hmotnostni analyzatory rozdélit
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do dvou skupin. Prvni skupinou jsou skenujici analyzatory, které kontinualné vysilaji
ionty se specifickou hodnotou m/z smérem k detektoru (de Hoffmann & Stroobant,
2007, b). Zastupcem této skupiny je napf. kvadrupdlovy hmotnostni analyzator (Paul,
1990). Ve druhé skupiné se nachazi hmotnostni analyzatory, které kontinualné vysilaji
ionty k detektoru, ale na rozdil od skenujicich analyzatorli nerozliSuji specifickou
hodnotu m/z. K detektoru jsou tedy vysilany vSechny ionty a princip jejich separace
se liSi v zavislosti na pouzitém hmotnostnim analyzatoru (de Hoffmann & Stroobant,
2007, b). Napfiklad v priletovém hmotnostnim analyzatoru (TOF-MS - ,Time-of-flight
mass spectrometer) jsou ionty separovany podle doby doletu iontd k detektoru
(Stephens, 1946). Za hmotnostni analyzator |Ize povazovat i iontovou past, ve které
jsou vSechny ionty pfitomné dohromady, poté jsou postupné vypuzovany ven podle
poméru m/z. Na jejim principu pracuje napf. Orbitrap, ve kterém je separace
(a zaroven i detekce) iontl umoznéna ménicim se elektrostatickym polem (Makarov,
2000).

Tretim  zakladnim prvkem hmotnostniho spektrometru je detektor.
Po prachodu iontd hmotnostnim analyzatorem dopadaji ionty na detektor, ktery je
zaznamena jako elektricky proud umérny poctu iontl a specifické hodnoté m/z. Signal
je poté preveden na hmotnostni spektrum. Detektory Ize rozdélit do dvou obdobnych
skupin, jako tomu bylo u hmotnostnich analyzatorl. Nékteré zaznamenavaji signal
v sekvencich, tzn. vzdy jen jednu skupinu iontd o uréité hodnoté m/z, jiné simultanné
detekuji pfichod vSech iontd z hmotnostniho analyzatoru (de Hoffmann & Stroobant,
2007, c).

1.2. Historicky vyvoj hmotnostni spektrometrie

Zaklady pro vyvoj hmotnostni spektrometrie polozil jiz v 19. Stoleti J. J.
Thomson, ktery pozoroval elektricky vyboj v plynech pfi nizkém tlaku, kdy byly vzniklé
katodové paprsky vychyleny ze své drahy plasobenim magnetického a
elektrostatického pole na zakladé jejich hmotnosti a po dopadu na fotografickou desku
vytvofily sérii kfivek (Thomson, 1913). Nasledovaly pokusy W. Astona a A. J.
Dempstera a sestrojeni prvniho hmotnostniho spektrometru (Aston, 1919). V roce 1946
byl sestrojen prvni prlletovy hmotnostni analyzator (TOF-MS), ve kterém jsou ionty
separovany podle rychlosti, s jakou dopadaji na detektor v zavislosti na rostoucim m/z
(Stephens, 1946).

S rozvojem chromatografickych metod a potfebou latky nejen oddélit, ale také
identifikovat, dochazelo také k postupnému spojovani separacnich technik

s hmotnostni spektrometrii. V padesatych letech se podafilo spojit plynovou
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chromatografii s hmotnostni spektrometrii (GC-MS - ,gas chromatography - mass
spectrometry“) (Gohlke, 1959). Tento systém identifikace tékavych latek naSel
v zaCatcich uplatnéni zejména v petrochemickém primyslu, napf. pro simulaci
destilace ropnych frakci (Green, 1964).

Od zacatku sedmdesatych let byly zaznamenavany prvni pokusy o propojeni
hmotnostni spektrometrie s kapalinovou chromatografii (LC-MS - ,Liquid
chromatography - mass spectrometry”) (Niessen, 2003). Najednou bylo mozné
identifikovat i netékavé latky jako peptidy (Yu, 2012), fosfolipidy (Uhl et al., 2011),
oligosacharidy (Thanawiroon et al., 2004) a mnohé dal8i. Koncem osmdesatych let
byly vynalezeny techniky elektrosprejové ionizace (ESI) a matrici asistované laserové
desorpce (MALDI), které znamenaly prilom v analyze latek s molekulovou hmotnosti
v Fadech nékolika tisict dalton(, jako jsou proteiny (Karas & Hillenkamp, 1988) nebo
oligonukleotidy (Pieles et al., 1993). Za objev téchto technik obdrzel John B. Fenn i
Koichi Tanaka v roce 2002 Nobelovu cenu za chemii (www.nobelprize.org, citovano
3.2.2013).

Za poslednich 15 let doSlo krapidnimu vyvoji technik hmotnostni
spektrometrie. Hmotnostni analyzatory jsou neustale zdokonalovany, béZnou praxi je
jejich spojovani do hybridnich systémi napf. QQQ (,Triple quadrupole mass
spectrometer) (Yost & Enke, 1978), Q-TOF (,Quadrupole-time of flight*) (Glish &
Goeringer, 1984). Byly vynalezeny také nové ionizaéni techniky - DESI (,Desorption
electospray ionization“) (Takats et al.,, 2004) a DART (,Direct analysis in real time®)
(Cody et al.,, 2005). Vroce 2000 byl pfedstaven hmotnostni analyzator pracujici
na novém principu - Orbitrap (Makarov, 2000).

Hmotnostni spektrometrie je v dneSni dobé velice rozSifenou technikou,
jelikoz se jedna o rychlou, pfesnou a specifickou techniku s relativné jednoduchou
interpretaci dat. Hmotnostni spektrometry rizného stupné rozliSeni jsou komeréné
dostupné a diky jejich kompaktnosti se daji pouZzit v béZznych podminkach analytickych
laboratofi. Vyvoj uzivatelsky pfijatelného programového vybaveni snizuje naroky

na obsluhu a umoziiuje rutinni provoz.
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1.3. Orbitrap

Orbitrap patfi k nejnovéjSim typum hmotnostnich spektrometrl pracujicich
na principu elektrostatické iontové pasti. Byl vynalezen ruskym fyzikem Alexanderem
Makarovem (Makarov, 2000), na trh vstoupil v roce 2005 (Makarov et al., 2006).

1.1.1. Zakladni charakteristika

Pfestoze se jedna o novou koncepci hmotnostniho analyzatoru, Orbitrap lze
povazovat za modifikaci Kingdonovy iontové pasti (Kingdon, 1923) s rozdilnym tvarem
vnitfni a vnéjsi elektrody. Na Obr. 2 je schematicky znazornén prifez Orbitrapem.
Vnéjsi elektroda ,soudkového® tvaru je rozdélena na dvé ¢&asti, které jsou od sebe
izolovany keramickym kruhem. Na vnitfni vfetenovitou elektrodu je pfivadéno

stejnosmérné napéti, zatimco vné;jsi elektroda je uzemnéna (Makarov, 2000).

Obr. 2: Prufez Orbitrapem se znazornénou stabilni trajektorii iontu (Orbitrap Elite
Hardware Manual (Thermo Scientific), 2011)

1.1.2. Mechanismus spiralniho pohybu iontu

lonty jsou pfivadény do pasti, prostoru mezi dvéma elektrodami, tecné
k siloCaram elektrostatického pole, které je soumérné kolem osy z (Obr. 2). Spiralni
pohyb iontd okolo vnitini elektrody je zpusoben jejim elektrostatickym polem
s kvadraticko-logaritmickym potencidlem (Obr. 3), ktery je dan jak pfivedenym

stejnosmérnym napétim na elektrodé, tak jejim tvarem (Makarov, 2000).
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U(r,z) = %(22 - %2) + g(Rm)zln [RL] + C

Obr. 3: Rovnice kvadraticko-logaritmického potencialu elektrostatického pole
(Makarov, 2000)

Tim, Ze ionty pfivedeme v nenulové vzdalenosti od osy z, jim udélime
potencialni energii vici této ose. lonty v pasti obihaji po kruhovych trajektoriich okolo
stfedové elektrody, pokud jsou spinény podminky na kinetickou energii pfivadénych
iontd a potencialni energii elektrostatického pole v pasti. Tedy pfitazliva sila mezi
iontem a elektrodou musi byt v rovnovaze s odstfedivou silou plsobici na obihajici iont
okolo osy z. Za téchto podminek iont vykonava orbitalni pohyb kolem vnitfni elektrody
(Hu et al.,, 2005). Pro detekci kationtl vkladame zaporné napéti nékolika kilo-
elektronvoltd na vnitfni elektrodu, kladné napéti pouzijeme pro detekci aniontd
(de Hoffmann & Stroobant, 2007, d).

Pokud je gradient napéti v ose znenulovy, je i zrychleni iontd v ose z
nenulové. Tim padem se pohyb iontd chova podobné jako harmonicky oscilator.
Frekvence pohybu iontl v ose z (axialni frekvence) je pfimo umérna poméru hmotnosti
iontu a jeho naboje a neni zavisld na pocateCni kinetické energii, Uhlu a pozici
vstupujiciho iontu (Obr. 4) (Hu et al., 2005).

Obr. 4: Rovnice odvozeni m/z z frekvence harmonickych oscilaci iontt podél osy pole
(Hu et al., 2005)

Vysledna trajektorie pohybu iontd okolo vnitfni elektrody (osy z) je tedy dana
orbitalnim pohybem okolo osy z i pohybem v jejim smé&ru a ma spiralni charakter.
Tento pohyb iontd o urcitém m/z indukuje proud, ktery je zesilovan obéma polovinami
vnéjSi elektrody a nasledné je Fourierovou transformaci pfeveden z frekvencniho

spektra na hmotnostni spektrum.

1.1.3. Vyuziti Orbitrapu v MS/MS systémech - Orbitrap Elite

Orbitrap je komeréné dostupny v nékolika hybridnich MS/MS systémech.
NejnovéjSim je Orbitrap Elite, v némz Orbitrap plni funkci hmotnostniho detektoru.

| kdyZz je mozné fragmentovat ionty pfimo v Orbitrapu, je daleko efektivnéjSi pfipravit
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ionty v jiném hmotnostnim analyzatoru a teprve poté je detekovat v Orbitrapu (Makarov
et al., 2006).

Orbitrap Elite se sklada ze Ctyf hlavnich €asti: iontového zdroje, linearni
iontové pasti (nizko - a vysokotlaké pasti), C-pasti a Orbitrapu (Obr. 5). Zkoumany
vzorek je nejprve pfeveden na ionty technikou umoznujici jejich kontinualni produkci,
napf. elektrosprejem (ESI), ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) &i fotoionizaci
za atmosférického tlaku (APPI). lonty jsou nasledné vedeny do prostoru linearni
iontové pasti, kde mohou byt analyzovany jejich MS a MS" spektra s vysokou
senzitivitou, ale relativné nizkym rozliSenim a pfesnosti. Tato past se sklada ze dvou
identickych linearnich kvadrupoll, které jsou od sebe oddéleny stfedovou ¢oCkou. Maji
privod radiofrekvenéniho a excitaéniho stfidavého napéti, a zaroven nezavisly zdroj
stejnosmérného napéti, které slouzi k transferu iontd z jedné pasti do druhé. Prvni past
pracuje pfi vy§Sim tlaku a slouzi predevSim k usmérfiovani toku iontll. Dochazi zde
také k chlazeni - zpomaleni iontll héliem. V nizkotlaké pasti jsou usmérnéné a
ochlazené ionty vypuzovany k obéma stranam smérem k detektoru, nebo mohou
pokraCovat dale, pokud chceme detekci provést az v Orbitrapu. Linearni iontova past
tedy muze pracovat nezavisle na Orbitrapu (Olsen et al., 2009). lonty postupuji dale
do C-pasti, které byl dan nazev podle konstrukce ve tvaru pismene c.

V C-pasti ionty ztraci kinetickou energii reakci s dusikem, ktery pfichazi
Z HCD cely (,Higher Energy Collision-Induced Dissociation Cell). Timto je zajisténo
ochlazeni iontd pfed vstupem do Orbitrapu. HCD cela je multipél naplnény koliznim
plynem, ktery zde vytvafi vyssi tlak. Nachazi se v pfimé linii s C-pasti a vyuziva se jako
druhy mozny zdroj fragmentace iontd v tomto hybridnim systému. Spektra fragment
ziskana z HCD cely, nasledné detekovana Orbitrapem, jsou srovnatelna se spektry
z trojittho  kvadrupdlu. Na vstupni a vystupni Stérbiné C-pasti je vlozeno
radiofrekvencni napéti, které vytvaFi potencial podél osy zakfiveni C-pasti. lonty
shodného m/z se akumuluji ve svazcich podél této osy. Poté jsou na elektrody
vkladany pulzy stejnosmérného napéti, které zplsobi extrakci iontového svazku. Velka
populace iontl se shodnym m/z je tedy pulznim mechanismem pfivedena kolmo
do prostoru Orbitrapu. Zde je provedena jejich kone¢na detekce a prevedeni
na hmotnostni spektra pomoci Fourierovy transformace (Orbitrap Elite Hardware
Manual (Thermo Scientific), 2011).

Vzhledem ke schopnosti kumulovat ionty stejnych hmotnosti jesté
pred detekci je tento systém vhodny pro analyzu metabolitl, které maji extrémné nizké

koncentrace.
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Obr. 5: Schéma Orbitrap Elite (upraveno podle www.planetorbitrap.com, citovano
3.11.2012)

Systém Orbitrap Elite ma diky zmenSené geometrii elektrod Orbitrapu (,High-
field Orbitrap Analyzer) a pokrodilému zpracovani signalu (eFT - ,enhanced Fourier
Transformation®) rozliSovaci schopnost az 240 000 (FWHM - ,Full Width at Half
Maximum®) pro m/z 400, kterou zatim pfekonava pouze iontova cyklotronova
rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR), ale Orbitrap Elite ma v tomto sméru
jednoznacnou vyhodu v nizSi pofizovaci cené, snadné obsluze a moznosti spojeni
s kapalinovou chromatografii (Michalski et al., 2012).

S neustalym vyvojem novych modifikaci vySe popsaného hybridniho MS/MS
systému Ize dosahnout rozliSeni pfesahujici 1 000 000 FWHM (pro m/z < 300-400,
detekéni ¢as 3 s) (Denisov et al., 2012). Pfesnost ur€eni jednotlivych frekvenci iontl
Fourierovou transformaci pfinasi zaroven i pfesné urcCeni jejich hmotnosti (< 1 ppm
pfi pouziti interniho standardu, < 3 ppm po 2 h s externi kalibraci za definovanych
podminek) a vy$Si dynamicky rozsah (> 10 000 mezi jednotlivymi spektry, > 5 000 mezi
nejvyssim a nejnizS§im detekovatelnym signdlem iontu v ramci jednoho spektra)
(Orbitrap Elite Hardware Manual (Thermo Scientific), 2011).

Vysoka rozliSovaci schopnost zajiStuje velmi pfesné uréeni molekulovych
hmotnosti, coz je vyhodou hlavné pfi analyze komplexnich vzorkd a cilenych analytu
s nizkou koncentraci v proteomice, metabolomice, lipidomice a dalSich

(www.planetorbitrap.com, citovano 3. 11. 2012).
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2. Vysokoucéinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie ( ,High-performance liquid
chromatography®, HPLC) je analyticka separacni technika, ktera se vyvinula z plynové
chromatografie v poc¢atcich 70. let. Je zalozena na stejnych principech jako nizkotlaka
kapalinova chromatografie, ale ma vysSi ucinnost, kratSi Casy separace a potfebu
menSiho objemu vzorku. HPLC je v dnesni dobé velmi vyuzivana zejména diky
Sirokému spektru vzorkd, které Ize diky ni analyzovat (ionty, polarni i nepolarni latky,

malo t&kavé latky, tepeln& nestabilni i vysokomolekularni) (Stulik et al., 2004).

2.1.HPLC instrumentace

Na Obr. 6 jsou znazornény zakladni ¢asti HPLC. Tento systém se sklada ze
zasobniku mobilni faze (oddélené faze A a B), které Ize libovolné kombinovat pomoci
zafizeni na tvorbu gradientu. Tak muzeme dosahnout rdzného zpusobu eluce -
isokratické €i gradientové. Mobilni faze musi na kolonu pfichazet odplynéna, jinak
by se v detektoru tvofily bubliny v dusledku tlakového spadu (detektor pracuje
za atmosferického tlaku). K odplynéni se pouziva ultrazvuk, podtlak nebo probublavani
héliem. Systém dale obsahuje davkoval vzorku a vysokotlaké pumpy, zajiStujici
kontinualni prutok fadové mililitrd za minutu (ale i napf. nl za minutu pro kapilarni
kolony - nano-LC). HPLC kolony musi odolat vysokym tlakim, obvykle jsou vyrobeny
z nerezové oceli, jejich vnitfni primér se pohybuje Fadové v mikrometrech
pro analytické  kolony, ale u preparativnich kolon se  setkavame
s nékolikacentimetrovymi priméry. Z kolony eluat putuje do detektoru. Detektort je
velké mnozstvi, Ize je rozdélit podle viastnosti systému, kterou detekuji. Jedna se bud
o univerzalni detektory, méfici vlastnost systému jako celku (index lomu, tepelnou
vodivost,...), nebo selektivni detektory, které jsou citlivéjSi pro analyzu vzorki
v komplexnich matricich (napf. méfeni absorbance pfi urcité vinové délce, méfeni MS-
spekter hmotnostnim spektrometrem). Signal z detektoru je poté vysilan do pocitace

nebo jiného vyhodnocovaciho zafizeni (Stulik et al., 2004, Pingoud et al., 2002).
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Zasobnik Davkovac

mobilni faze vzorku
Zarizeni :
Ha tvorby Vysokotlaka
gradientu pHMIRA
UV-VIS spektrofotometr
Fluorescencni detektor
‘ Refraktometricky detektor
Kolona Detektor | Vodivostni detektor
' Elektrochemicky detektor
Detektor radioaktivity
Hmotnostni spektrometr
VVyhodnocovaci
Termostat CSlCar

Obr. 6: Schéma HPLC zafizeni (upraveno podle Pingoud et al., 2002)

2.2.Kolony

Pro analytické ucely se pouzivaji kolony o délce 5-25 cm s primérem nékolika
milimetrd. U preparativnich kolon se vnitfni primér znaéné zvétSuje z divodu zkraceni
doby separace.

VyplA kolony musi byt pfizplisobena vysokym tlakim, které na kolonu pusobi.
Pouzivaji se tedy odolné Castice s definovanym primérem, vétSinou kulatého tvaru.
Pro dosazeni co nejvétsiho povrchu jsou navic tyto ¢astice porézni nejen na povrchu,
ale i uvnitf. V systému normalnich fazi se jedna o Castice SiO, (méné Casto Al,O,).
Po jejich derivatizaci alkylovymi a arylovymi skupinami mohou tvofit obracenou fazi.
Dle aplikace muze byt obracena faze napfiklad chiralni - separace enantiomeru
(Guo et al.,, 2012) nebo s nabitymi Casticemi - iontové vyménna chromatografie
(Kozaki et al., 2013).

V systému normalnich fazi je mobilni faze méné polarni, nez faze stacionarni.
Polarni molekuly vice interaguji se stacionarni fazi. Maji vétSi retenci ve srovnani
s nepolarnimi molekulami, které tim padem budou eluovat jako prvni. K typickym
eluénim roztokim fadime hexan, metylenchlorid a ethylacetat. V HPLC systému
na obracenych fazich je situace opacna. Mobilni faze je vice polarni, nez faze

stacionarni. Nepolarni molekuly se tedy na koloné budou drZet delSi dobu, takZe jejich

18



eluce bude probihat az po polarnich molekulach. Mobilni faze je nej¢astéji slozena

z acetonitrilu, metanolu, vody nebo jejich kombinace (Pingoud et al., 2002).

19



3. Metabolomika

Metabolomika je v dnedni dob& dynamicky se vyvijejicim odvétvim analytické
biochemie zabyvajici se studiem metabolomu. Metabolom je definovan jako soubor
nizkomolekularnich latek (metabolitd) pfitomnych v burice, které se uc€astni vSech
metabolickych procest nutnych pro rist a normalni fungovani bunky a celého
organismu (Fiehn, 2002). Metabolomika vhodné dopliiuje starSi obory jako je
transkriptomika, proteomika a genomika. Fyziologické zmény, projevujici se jako
dusledek odchylky v expresi genl, jsou charakterizovany zménou metabolomu.
Metabolom je daleko citlivéjsi, nez transkriptom &i proteom. Jiz mala zména v expresi
proteinu ma velky efekt na aktivitu metabolické drahy a koncentrace jejich metabolitd
(Goodacre, 2007).

Existuje hned nékolik metod studia metabolomu, pfi€emz se zadnou z nich
neda analyzovat cely metabolom najednou. Ma to vice pfic¢in. Metabolitd je mnoho,
vykazuji zna¢nou variabilitu v chemické a fyzikalni povaze latky (napf. polarni-
nepolarni, t€kave-netékavé, nizko/vysokomolekularni) a jejich koncentrace ve vzorku
se muze liSit v rozmezi nékolika fadu (od pikomolarni az po milimolarni koncentrace).
Problém také Casto nastava v ucinné extrakci metabolitd z biologickych matric (krev,
moc, tkané). Na zakladé parametr(l, které chceme ve vzorku sledovat, se analytické
pFistupy v metabolomice déli na cilenou analyzu metabolitd, metabolické profilovani,
metabolicky fingerprinting a metabolicky footprinting.

Cilena analyza metabolitl je zaméfena na identifikaci a kvantifikaci vybraného
metabolitu &i skupiny metabolitd (napf. enzymovy substrat, meziprodukt urcité
metabolické drahy atd.). V tomto pfipadé je chemicka podstata zkoumanych latek
znama, takze je kladen ddraz na pfipravu vzorku tak, aby byl co nejmensi vliv matrice
a ostatnich latek, které v analyze nejsou podstatné. Existuje i necileny pfistup
metabolomické analyzy. V idealnim pfipadé sleduje vSechny metabolity v daném
vzorku. Muze byt tedy zdrojem novych hypotéz, které Ize potom potvrdit &i vyvratit
cilenou analyzou.

Metabolické profilovani slouzi k detekci a kvantifikaci skupiny podobnych
metabolitll (pfedem znamych, vétSinou vazanych ke specifické metabolické draze).
Analyza se obvykle provadi kombinaci plynové/kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS, LC-MS) nebo nuklearni magnetickou rezonanci
(NMR).
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Metabolicky fingerprinting se odliSuje od pfedchozich dvou metod. Cilem je
klasifikace analyzovaného vzorku na zakladé porovnani s “otisky prstd“ metabolitd
(nejcastéji MS spektra, NMR spektra, chromatogramy) pomoci statistickych metod.
Je to obecna, velmi rychla metoda, obvykle bez kvantitativniho a kvalitativnhiho
stanoveni. Zmeény v “otiscich prsti“ koresponduji se zménami metabolomickych profila,
které jsou spojené s aktualnim fyziologickym stavem organismu. Tato metoda spada
do odvétvi metabonomiky - studia hladin metabolitd organismu v zavislosti na odpovéd
na urcity stimulus nebo IéCbu.

Posledni metodou je metabolomicky footprinting, ktery se zabyva analyzou
metabolitll v extracelularnich tekutinach (tzv. exometabolomem) (Goodacre, 2007,
Dettmer & Hammock, 2004, Alvarez-Sanchez et al., 2010).
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4. Dédiéné metabolické poruchy

Dédi¢né metabolické poruchy (DMP) jsou velka skupina genetickych poruch
ovliviiujicich metabolismus. Vyznaduji se vysokym poctem, rlznorodosti, ale zaroven
raritnim vyskytem. Mohou se vyskytnout v jakémkoliv véku. Az na vyjimky jsou pro né

typické nejednoznacné klinické pfiznaky.

4.1. Podstata metabolickych chorob

Dédiéné metabolické poruchy jsou zplsobené mutaci v jaderné i
mitochondrialni DNA. Nej¢astéji se jedna o mutace jednoho &i vice paru nukleotid(
DNA - deleci, inverzi, pfemisténi, opakovani urcité sekvence (repetice) atd. V dasledku
toho vznikaji chyby v pfepisu do mRNA (transkripce) a defektni je i tvofici se protein
(translace). Postizeny gen, kédujici syntézu proteinu, zplsobi zménu jeho struktury
nebo se jeho tvorba UpIné zastavi. Podle funkce tohoto proteinu v metabolismu nebo
stavbé organismu se odviji klinické projevy onemocnéni. VétSinou je defekinim
proteinem enzym zuc€astnény v nékteré z metabolickych drah. Pak mohou nastat rizné
situace. Nefunk&ni enzym neni schopny pfeménit substrat na produkt, ktery tim padem
chybi. Zaroven dochazi k akumulaci substratu, jeho hromadéni v burice nebo pfeména
na vedlejSi metabolity, Casto toxického charakteru. Mimo enzymy mohou byt defektni
také jiné skupiny proteinl: krevni bilkoviny neenzymové povahy, strukturni proteiny
buné&nych membran, receptory, proteiny tvofici iontové kanaly a regulaéni proteiny.

Z tohoto vyctu jasné vyplyva variabilita klinickych projevu (Racek et al., 2006, a).

4.2. Typy dédi¢nosti

Vétsina DMP se fadi k autozomalné recesivnimu typu dédi¢nosti. Postizen
tedy byva homozygot, ktery zdédil obé defektni alely po rodiich - heterozygotech
(pfipadné homozygotech nebo kombinace napf. matka heterozygot, otec homozygot).
Rodi¢e - heterozygoti funguji jako pFenaseci, jelikoz maji zachovanou alespon
¢asteCnou syntézu normalniho proteinu, takze se u nich onemocnéni klinicky nemusi
tak vyrazné projevit. Pfikladem je fenylketonurie i galaktosemie.

Ostatni typy dédi¢nosti jsou méné Casté, jedna se o: autozomalné dominantni
poruchy (napf. familiarni hypercholesterolemie), gonozomalné recesivni poruchy (napf.
Lesch-Nyham(v syndrom), gonozomalné dominantni poruchy (napf. Conradi-
Hinerman-Happllv syndrom). Existuji i defekty mitochondrialnich gend. U téchto

poruch se geneticka informace pfenasi pouze vajitkem (ze strany matky) a pokud
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nejsou postizeny geny vSech mitochondrii, je jejich pfenos vzdy rGzny z ddvodu
nahodné distribuce mitochondrii do dcefinnych bunék (Racek et al., 2006, b,
Stern et al., 2011).

4.3. Klasifikace dédiénych metabolickych poruch

U DMP je nékolik moznosti, jak je blize rozdélit do mensich skupin. Daji se
charakterizovat napfiklad podle postizené metabolické drahy, velikosti molekul, typu
molekul ¢i organelové lokalizace. Z patofyziologického hlediska lze DMP rozdélit
do nasledujicich tfi velkych skupin.

V prvni skupiné se setkdvame s DMP vedoucimi k intoxikaci organismu.
Vznikaji hromadénim toxickych meziprodukti proximalné od metabolického bloku,
které zplsobi akutni intoxikaci, nebo se mohou kumulovat po delSi dobu. Do této
skupiny patfi poruchy metabolismu aminokyselin (fenylketonurie, homocystinurie,
choroba javorového sirupu atd.), vétSina organickych acidurii (isovalerova,
methylmalonova, propionova atd.), dédi¢né poruchy mocovinového cyklu, intolerance
sacharidi (galaktosémie), intoxikace kovy (Wilsonova choroba, hemochromatéza) a
porfyrie. U téchto chorob nedochazi k ovlivnéni embryofetalniho vyvoje a symptomy se
obvykle objevuji az po uréité dobé. Jedna se bud o akutni stavy (charakteristické
zvracenim, kématem, selhanim jater) nebo se choroba manifestuje chronickymi
projevy, jako je neprospivani, opozdény psychomotoricky vyvoj, kardiomyopatie atd.
Lécba spociva v dietnim opatfeni nebo podavani 1€kl usnadrujicich vylu€ovani
toxického metabolitu. Diagnéza se urCuje analyzou aminokyselin v plasmé a modi,
organickych kyselin a acylkarnitinl. Z davodu nahodné elevace danych metabolitd
(napf. v dusledku stravy), které zpusobuji faleSnou pozitivitu vysledku, je u vSech
poruch diagnéza finalné potvrzena az genetickymi testy. | pfes nékteré odliSnosti zde
mulzeme zaradit i poruchy syntézy a degradace neurotransmitert (monoamint, GABA)
a poruchy syntézy aminokyselin (serinu, glutaminu).

Druhou skupinu tvofi poruchy energetického metabolismu, kam patfi
mitochondrialni a cytoplasmatické defekty. Spole€nym jmenovatelem je neschopnost
vytvaret nebo zpracovavat energii v jatrech, srdci, svalech, mozku a ostatnich tkanich.
Klinicky se tedy tyto choroby nejCastéji projevuji hypoglykémii, hepatomegalii,
hypotonii, kardiomyopatii, zvySenou hladinou laktatu, ob&éhovym selhanim, postizenim
mozku, syndromem nahlého umrti novorozence a dalSimi. Mitochondrialni poruchy
jsou zavazné, patfi k nim vrozené laktatové acidémie (poruchy pyruvatkarboxylasy,
pyruvatdehydrogenasy a enzym( Krebsova cyklu), poruchy respiratniho Fetézce,

poruchy oxidace mastnych kyselin (napf. MCADD) a poruchy metabolismu ketolatek.
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Cytoplasmatické  energetické  poruchy zahrnuji  defekty  glykolyzy,
glukoneogeneze, kreatinového a glykogenového metabolismu, pentosafosfatoveé drahy
a hyperinsulinismus. Stanoveni diagnézy je naro¢néjsi, jedna se o funkéni zkousky,
enzymatickou analyzu buné&énych kultur a molekularni analyzy.

Posledni skupinou jsou poruchy syntézy ¢&i katabolismu komplexnich molekul.
Pfiznaky jsou trvalé, vyviji se, a jsou nezavislé na pfijimané stravé. Patfi sem
lysozomalni a peroxizomalni onemocnéni, dédicné poruchy glykosylace, vrozené
poruchy syntézy cholesterolu a poruchy intracelularniho transportu a zpracovani.
Diagn6za se kromé klasickych biochemickych metod v nékterych pfipadech urluje
na zakladé analyzy DNA. Az na vyjimky jsou akutni stavy téchto onemocnéni
nelécitelné (Saudubray et al., 2011). Sou¢asnym trendem je l1éEba pomoci enzymové
terapie, vyuzivana u nékterych lysozomalnich poruch (Sillence et al., 2012, Stirnemann
et al., 2010).

4.4, Novorozenecky screening

Novorozenecky screening je metoda aktivhiho a celoplosného vyhledavani
chorob v preklinickém stadiu. Snahou tedy je stanovit diagnézu a zahgjit 1éCbu dfive,
nez se choroba zaCne projevovat. Ke stanoveni koncentrace vybranych latek
se pouziva sucha kapka krve, odebirana vSem novorozencim z paticky na filtracni
papir (tzv. novorozenecka screeningova karticka). Odbér se provadi 48-72 hodin
po porodu a vzorky se poté zasilaji do laboratofi specializovanych na novorozenecky
screening. Z analytickych metod je nejCastéji vyuZivana tandemova hmotnostni
spektrometrie a plynova chromatografie (pro analyzu moci), néktera onemocnéni
se stanovuji pomoci imunoanalytickych metod nebo molekularné genetické analyzy.
V Ceské republice byl celoplodny novorozenecky screening zaveden v roce 20009,
v zakladnim screeningu je vySetfovano celkem 13 onemocnéni

(www.novorozeneckyscreening.cz, citovano 17. 3. 2013).
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5. Deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se

stredné dlouhym fetézcem

Deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se stfedné dlouhym
fetézcem (,Medium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency” - MCADD) se fadi
k nejbézngjSim dédiénym metabolickym porucham v ramci podskupiny poruch

mitochondrialni B-oxidace mastnych kyselin (lafolla et al., 1994).
5.1.Charakteristika enzymu

Acyl-CoA dehydrogenasa mastnych kyselin se stfedné dlouhym fFetézcem
(MCAD, EC 1.3.99.3, OMIM 201450) patfi do rodiny acyl-CoA dehydrogenas (ACAD),
kterych bylo do dnesni doby identifikovano celkem devét. Pét ztéchto enzymu
se UCastni B-oxidace mastnych kyselin srlznou délkou Fetézce: acyl-CoA
dehydrogenasa mastnych kyselin s kratkym/ stfedné dlouhym/ dlouhym/ velmi dlouhym
fetézcem (SCAD, MCAD, LCAD, VLCAD1, VLCAD2). Zbyvajici ¢tyfi enzymy katalyzuji
oxidaci aminokyselin. Strukturné se s vyjimkou VLCAD1 vzdy jedna o homotetramery
s flavinadenindinukletidovym kofaktorem (FAD), ktery je pfirozenym akceptorem
elektronu a jeho transferu do dychaciho fetézce (Kim & Miura, 2004).

Kazda podjednotka MCAD tetrameru se sklada ze tfi pfiblizné stejné velkych
domeén: N-koncové a-domény (zbytky 1 - 129), C-koncové a-domény(zbytky 240 - 396)
a B-domény (zbytky 130 - 239) (Obr. 10). Jak uz sdm nazev napovida, a-domény jsou
slozené z nahusténych a-helixd, které tvofi jadro tetrameru. Na povrchu se nachazi
dva k sobé kolmé B-sklddané listy B-domény. 3D struktura enzymu je tetraedralni
uspofadani dimeru z dimerd s celkovym priimérem asi 90A. Vzajemné interakce mezi
monomery tvofici dimer, zahrnujici vazebné misto pro FAD, jsou rozsahlé. Mezi dvéma
dimery se nachazi pouze helix-helix interakce. Katalytické misto sestavajici
z vazebného mista pro substrat (acyl-CoA se stfedné dlouhym fetézcem) a kofaktor
FAD tvofi z velké ¢asti rozhrani mezi 3-doménou a C-koncovou doménou (Kim &
Miura, 2004).
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Obr. 10: 3D struktura tetrameru MCAD s navazanym substratem - acyl-CoA (Cervené)
(vytvofeno v PyMOL podle Satoh et al., 2003)

5.2. Molekularni podstata deficitu

Za deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se stfedné dlouhym
fetézcem jsou zodpovédné mutace v genu ACADM. Jedna se o tzv. missense mutace -
tedy bodové mutace, pfi nichz dochazi ke zméné pfislusného kodonu, ktera zpusobi
zaménu aminokyseliny, jez je timto kodonem uréena. Za nejbéznéjSi mutaci u pacientd
diagnostikovanych po metabolické dekompenzaci je povazovana K304E (c.985A>G),
které je pfisuzovano velké riziko klinickych projevd. U pacientd diagnostikovanych
novorozeneckym screeningem je tato mutace méné Casta, pozorujeme naopak Sirsi
genotypickou heterogenitu (Maier et al., 2009).

Obecné Ize konstatovat, ze hlavni molekularni podstatou MCADD je
nedostateCné sbaleni proteinu s naslednou ztratou funkce (Maier et al., 2009). Tato
na fakt, Zze nahradou bazického lysinu kyselinou glutamovou dojde k destabilizaci
podjednotky. Pozice 304 se nachazi v C-koncové a-doméné a pfimo se ucastni
formovani tertrameru, takze pokud dojde k zaméné, je skladani proteinu do koneéné
tetramerni formy inhibovano a to vede k destabilizaci enzymu (Yokota et al., 1990).
Detailné byla zkoumana podstata také dalSich mutaci, které byly identifikovany

novorozeneckym screeningem. Bylo napfiklad sledovano, Ze existuje snaha do urcité
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miry kompenzovat ztratu aktivity nedostateCné sbaleného proteinu overexpresi
chaperonl, napomahajicich agregaci proteinu. Zajimavé vysledky poskytla také
analyza tepelné stability zmutovanych enzymd. U vétSiny mutantd doSlo k 50% ztraté
funkce pfi teplotach nizSich jak 40°C, coz muze byt v pfimé korelaci s faktem, ze
u znacné cCasti pacientd s MCADD dojde k metabolické dekompenzaci pravé béhem

onemocnéni doprovazenych horeckou (Maier et al., 2009).

5.3.Vstup mastnych kyselin do mitochondrie

Oxidaci mastnych kyselin Ize rozdélit do &ty hlavnich oddilG: karnitinového
cyklu, B-oxidace, prenosu elektronll a syntézy ketolatek (Obr. 11). Toto schéma je
spole¢né pro vSechny mastné kyseliny, ale v zavislosti na délce fetézce pozorujeme
odliSnosti. Mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem jsou schopné (na rozdil
od mastnych kyselin s dlouhym fetézcem) vstoupit do mitochondrialni matrix volné,
nevyuzivaji tedy karnitinovy cyklus. Jejich aktivace na acyl-CoA derivaty probiha az

v matrix mitochondrie (Stanley et al., 2008, Berg et al., 2002).

Plazma Cytosol ___» Triacylglyceroly
Mastné kyseliny > AcyI-CoA .
s dlouhym fetézcem mastnych kyselin
] —
; : 4
Mavstnevkysellny ] Acyl-CoA
se stfedné dlouhym mastnych kyselin

fetézcem

Cyklus

B oxidace /
Prenos
elektronu
Acetyl CoA

Syntéza
ke‘t!olétek / Cyklus TCA Mitoch ndne
Ketolatky CO H,O

Obr. 11: Hlavni kroky mitochondrialni oxidace mastnych kyselin: karnitinovy cyklus,
cyklus B-oxidace, pfenos elektrond a syntéza ketolatek. PferuSovanou Carou je
znazornén volny vstup mastnych kyselin se stfedné dlouhym fetézcem do mitochondrie
(upraveno podle Stanley et al., 2008)
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5.4.Vliv na energeticky metabolismus bunky

Vlastni 3-oxidace mastnych kyselin zahrnuje Ctyfi kroky (Obr. 12). Acyl-CoA
dehyrogenasa katalyzuje pfemé&nu acyl-CoA na trans-A%-enoyl-CoA (nenasyceny acyl-
CoA) za ucasti koenzymu flavinadenindinukleotidu (FAD). Jedna se tedy o zablokovani
jiz prvniho kroku -oxidace. Mastné kyseliny s fetézci dlouhymi 4 - 12 uhlik nemohou
byt odbourany na acetyl-CoA. Timto nastava problém hned z nékolika divodl. Acetyl-
CoA bézné vstupuje do citratového cyklu a dale do respiraniho fetézce, kde je timto
zajisténa tvorba energie ve formé adenosintrifosfatu (ATP). Pokud tedy acetyl-CoA
neni tvofen, je zastavena také tvorba energie. DalSi vyznamnou roli ma acetyl-CoA
v syntéze ketolatek (acetoacetat, 3-hydroxybutyrat). Funguje zde jako jejich prekurzor.
Na ketolatky, jako hlavniho zdroje energie, se adaptuji Zivotné dulezité organy (mozek,
srdce, ledviny) pfi metabolickém stresu, aby byla zachovana jejich spravna funkce.
VétsSina acyl-CoA, ziskanych B-oxidaci, vstupuje do jater a je pfemé&fovana pravé
na ketolatky. Jatra dale vyuzivaji energii z mastnych kyselin pro syntézu mocoviny a
glukoneogenezi. Diky produkci ketolatek s jejich pfimou oxidaci v ostatnich tkanich
pokryvaji mastné kyseliny znacné mnozstvi energetickych potieb organismu pfi delSim
hladovéni (Stanley et al, 2008, Berg et al., 2002).
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. 12: Celkovy prabéh B-oxidace mastnych kyselin se zvyraznénou acyl-CoA
dehydrogenasou - enzymem zodpovédnym za prvni krok pfemé&ny mastné kyseliny na

produkty B-oxidace (upraveno podle Ledvina et al., 2009).

5.5.Symptomy

Pfiznaky nemoci se projevi pfi nastupu metabolického stresu, napf. b&hem

dlouhodobého hladovéni nebo pfi hore€ce. Jedna se nejCastéji o hypoketonickou

hypoglykémii, kterd se rozviji zhruba po 16 hodinach hladovéni, kdy je aktivovana
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lipolyza a oxidace mastnych kyselin. V tomto obdobi pozorujeme rapidni zvySovani
hladiny volnych mastnych kyselin v plazmé. Hypoglykémie vznika jako odpovéd
na excesivni vyuziti glukdzy jako zdroje energie, ktera nemuze byt ziskana odbouranim
tuka. Doprovodnymi symptomy jsou zvraceni, hepatomegalie, zmatenost, poruchy
védomi vyustujici az v kdma.

Encefalopatie a s ni spojené neurologické problémy (poruchy paméti, feci,
reflexi atd.) byva vysvétlovana dysfunkci hematoencefalické bariéry, ktera je
poSkozena v dusledku akumulace toxickych metabolitd zuCastnénych v peroxidaci
lipidl a syntéze volnych radikalt (Schuck et al., 2007).

V novorozeneckém véku se prvni ataky objevuji mezi 3-24 mésici. Jsou
vyvolany bud infekénim onemocnénim, nebo hladovénim. Metabolicky stres se
napfiklad maze vyskytnout pfi neuspésném kojeni (Stanley et al., 2008).

U dospélych se pfiznaky vyskytuji ¢asto po nadmérném poziti alkoholu, které
vétSinou vede ke zvraceni a zpuUsobi tak stav hladovéni (Wilhelm, 2006). V dalSich
pripadech byl metabolicky stres pozorovan napfiklad po operaénim zakroku, pfi infekci
hornich cest dychacich nebo v t€hotenstvi (Lang, 2009).

Rada pacient(i se také potyka s chronickymi projevy MCADD. Mezi nejcastgji
uvadéné patfi unava, bolest svall a snizena tolerance na fyzickou aktivitu. Déti mivaji
vétsi riziko obezity. Mozny dlivod Ize nalézt v dietnim opatfeni, které zahrnuje zvySeny

prijem sacharidu i ve€er (Derks et al., 2006).

5.6.Mortalita

U nediagnostikovanych pacientl je mortalita vysoka. PFi prvnim ataku umira
pfiblizné 25% déti (Derks et al., 2006), u dospélych je to v akutnich stavech az 50%
(Lang, 2009). V&asné zachyceni pacienti novorozeneckym screeningem snizuje riziko
umrti ¢i vaznéjSich zachvatt na minimum. | pfes tento fakt stale existuje asi 5% riziko
umrti béhem prvnich dnl zZivota, jeSté nez jsou dostupné vysledky screeningu (Wilcken
et al., 2007).

5.7.Lécba

Lécba MCADD je ve své podstaté velmi jednoducha. Spociva v prevenci
metabolického stresu, zejména hypoglykémie. Ta byva vyvolana dlouhodobym
hladovénim nebo nadmérnou fyzickou aktivitou. Pacienti by tedy méli dodrzovat

pravidelny dietni rezim se zvySenym obsahem Skrobu a omezenym pfisunem tuku
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(vyhybat se stravé s vysokym obsahem mastnych kyselin se stfedné dlouhym
fetézcem). Sacharidy slouzi jako alternativni zdroj energie a brani tak mobilizaci
oxidace mastnych kyselin, ktera by vedla k hromadéni jejich toxickych metabolitl
v organismu. Mozné je i podavani karnitinu. V akutnich stavech je nutny parenteralni

pFivod glukdzy (www.novorozeneckyscreening.cz, citovano 15. 3. 2013).

5.8.Dédi¢énost a incidence

MCADD ma autozomalné recesivni typ dédi€nosti. Onemocnéni tedy dité
ziska vzdy, kdyz zdédi defektni alelu po otci i matce, coz ve vysledku pfedstavuje
pravdépodobnost 25% u kazdého ditéte (Snustad & Simmons, 2009).

Obecné prfedpokladana incidence je 1:6 000-1:50 000 s vysSim vyskytem
u severnich Evropan(, bélochl v USA a v romské populaci. Vyskyt pfenasecu je cca
1:70. V Ceské republice je incidence tohoto onemocnéni 1:14 114 (kumulativni
incidence vychazejici z celkem 16 screeningem zachycenych pfipadl v letech 2010-
2011) (www.novorozeneckyscreening.cz, citovano 15. 3. 2013). Pfed zavedenim
celoploSnych novorozeneckych screeningd v mnoha zemich byl vyskyt MCADD daleko
nizsi, nez je tomu nyni. To prokazuje napfiklad rozsahla studie pacientl s timto
deficitem v Dansku. V obdobi deseti let pfedtim, neZz byl zaveden screening, byla
incidence klinicky se projevujich pacientl 1:39 691. Naproti tomu screeningova data
ukazuji incidenci 1:8 954. Jednim z mnoha divodu takto vyznamného rozdilu je
detekce pacientll i s mirngjsi formou enzymového defektu, ktera se nemusi klinicky

projevit (Andersen et al., 2012).

5.9.Diagnostika

Detekci MCADD Ize provést, stejné jako u dalSich poruch oxidace mastnych
kyselin, vySetfenim profilu acylkarnitind v plazmé, suchych krevnich skvrnach
na filtraénim papiru nebo v moc¢i hmotnostni spektrometrii. Acylkarnitiny totiz vznikaji
transesterifikaci intermediarnich metabolitd acyl-CoA proximalné od blokd v oxidaci
mastnych kyselin. Charakteristicka je zvySena koncentrace hexanoylkarnitinu (C6),
oktanoylkarnitinu (C8), decenoylkarnitinu (C10:1), dale se pouzivaji poméry C8/C2 a
C8/C10 (Pasquali et al., 2006)

Koncentrace celkového karnitinu v plazmé a tkanich je sniZena, protoze
hromadici se acylkarnitiny inhibuji renalni a tkanovy transport volného karnitinu.

Bé&hem hladovéni v plazmé patologicky stoupa koncentrace mastnych kyselin se
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stfedné dlouhym Fetézcem, oktanoatu a kyseliny cis-4-decenové. V moc&i nachazime
zvySené mnozstvi dikarboxylovych kyselin, které vznikaji parcialni oxidaci mastnych
kyselin v mikrosomech a peroxisomech jako odpovéd na zvySenou hladinu volnych
mastnych kyselin v plazmé (Stanley et al., 2008). V moci Ize také zaznamenat zvySené
vylu€ovani glycinovych konjugatl hexanoatu, suberatu a fenylpropionatu, derivovanych
Z jejich esteri-CoA (Gregersen et al., 1994).

Pfi stanovovani diagnozy je vzdy nutné brat ohled na dobu odbéru vzorku.
Nékteré latky mohou byt zvySené napfiklad pouze v obdobi metabolické
dekompenzace, jinak se pacient mlze jevit jako zdravy. Pokud jsou napfiklad pacienti
stabilizovani, je koncentrace organickych kyselin a acylglycini v moc&i zna¢né snizena,
az na hexanoylglycin a suberylglycin, které Ize detekovat. Naproti tomu, abnormalni
profil acylkarnitind v plazmé& nalezneme vzdy. Testovani by tedy mélo zahrnovat
analyzu organickych kyselin a acylglycind v moci a plazmovych acylkarnitind. Diagnézu

Ize potvrdit analyzou DNA (Pasquali et al., 2006).
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6. Material a metody

6.1. Metody

Separace byla provedena s pouzitim HPLC (UHPLC Dionex Ultimate 3000
RS, Thermo Scientific, USA, (CA)) v systému normalnich fazi za podminek HILIC
separace (hydrofilni interakéni chromatografie): kolona Luna 3 um NH, 100 A,
150 x 2 mm (Phenomenex, Torrance, USA); mobilni faze A: 20 mM acetat amonny
(pH 9,45), mobilni faze B: acetonitril. Gradientova eluce probihala nasledovné: 95% B
po dobu 1 minuty, poté linearni pokles obsahu B do 13. minuty na celkovych 5%,
udrzeni gradientu 5% B 15 minut (do 28. minuty eluce), zvySeni obsahu B na 95%
béhem 28. minuty a udrzeni tohoto stavu az do konce separace (Obr. 13). Po celou
dobu separace byla udrzovana teplota 25°C a prutok 300 pl/min. Separace probihala

37 minut s nastfikem 10 pl.
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Obr. 13: Zaznam prabéhu gradientové eluce

Detekce byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru Orbitrap Elite
(Thermo Scientific, USA, (MA)) v pozitivnim modu ESI (teplota iontového zdroje 300°C,
teplota kapilary 350°C, napéti spreje 3 kV). Analyza probihala ve full scanu. Detekce
latek byla nastavena pro rozmezi 70 - 1200 m/z s rozli§enim 120 000 FWHM. Piesnost
uréeni hmoty byla do 10 ppm.

Pro ovladani systému a sbér dat byl pouzit program XCalibur (2.2-SP1). Data

byla statisticky zpracovana v programu R-software (http://r-project.org, citovano
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10. 4. 2013), pomoci metabolomické softwarové nastavby XCMS (Smith et al., 2006,
Tautenhahn et al., 2008, Benton et al.,, 2010) a CAMERA (Kuhl et al., 2012). Datova
matice byla upravena nasledujicim postupem. Nejdfive se provedla interpolace
metodou LOESS (Cleveland& Delvin, 1988) pro odstranéni systémové chyby. Byl
spocitan variacni koeficient. VSechny analyty, u nichz byl variacni koeficient vétsi jak
30%, byly vylou€eny z dalSiho statistického zpracovani. U nulovych hodnot (napf.
z dlivodu koncentrace latek, které byly pod detekénim limitem) byly doplnény chybéjici
hodnoty tak, Ze se vzdy k chybéjici hodnoté doplnily 2/3 nejmensi hodnoty v ramci
dané skupiny (MCADD, kontrolni vzorky). JelikoZz na data pohlizZime jako na
kompozi¢ni, mizeme pouzit clr (centered log ratio) transformaci (Hron, 2010). Data
byla dale vycentrovana k nule. Grafickym vystupem je PCA, DFA a dendrogram
(shlukova analyza).

Finalni identifikace analytd probéhla v databazi METLIN (Smith et al., 2005),
HMDB (Wishart et al., 2007) a LipidMAPS (Sud et al., 2007).

6.2. Biologicky material

Pro analyzu byly pouzity suché krevni skvrny (dried blood spot - DBS),
odebrané pacientim z Ceské republiky v ramci novorozeneckého screeningu - 24
suchych krevnich skvrn pacientl s deficitem acyl-CoA dehydrogenasy mastnych
kyselin se stfedné dlouhym fetézcem (MCADD) a 24 kontrolnich vzorkl od zdravych

pacientu ziskanych z novorozeneckého screeningu.

6.3. Pouzité chemikalie

Kyselina octova, hydroxid amonny, acetonitril (LC-MS), metanol (LC-MS) a
voda (LC-MS) byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

6.4. Priprava mobilni faze

Mobilni faze A (20 mM acetat amonny, pH 9,45) byla pfipravena smichanim
0,5 | LC-MS vody s 0,572 ml kyseliny octové a vytitrovanim hydroxidem amonnym
(25% vodny roztok) na pH 9,45 (pH metr Cyberscan (Eutech Instruments) - kalibrace
na pH 7 a 10). Mobilni faze B obsahovala pouze acetonitril. Pfipravené mobilni faze

byly pfed pouzitim viozeny na 5 minut do ultrazvukové lazné.
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6.5. Priprava vzorku

Z kazdé screeningové odbérové karty byly klestémi odebrany dva terCiky
o priméru 3,2 mm (ekvivalent 8 ul krve), ke kterym bylo pfidano 100 ul methanolu.
Extrakce probihala po dobu 30 minut na vortexu. Nasledné byl vzorek centrifugovan
10 minut pfi 20 000 g, poté bylo 50 ul supernatantu pfeneseno do HPLC vialky a bylo
pfidano 50 pl LC-MS vody (upraveno dle Dénes et al.,, 2012). Dale byly pfipraveny
vzorky kontroly kvality (QC) tak, Ze bylo smichano vzdy 10 pl supernatantu z kazdého
vzorku s naslednym nafedénim LC-MS vodou v poméru 1:1. Slepy vzorek (,blank®) byl

pfipraven stejnym postupem jako ostatni vzorky, ale bez pouziti krevnich skvrn.

6.6. Statistické zpracovani dat

Vybér statistické metody zavisi na typu ziskanych dat. Analyzou
vicerozmérnych dat zkoumame vztahy mezi slozkami nahodného vektoru. Vybrané
metody analyzy vicerozmérnych dat, pouzité v této praci, Ize dale rozdélit na metody
supervizované (diskriminacni analyza) a metody nesupervizované (analyza hlavnich
komponent, shlukova analyza).

Metoda hlavnich komponent (PCA - ,Principle component analysis®) patfi mezi
Siroce vyuzivané metody statistické analyzy. Jejim cilem je transformace
vicerozmérnych dat tak, aby se stala jednodusS$imi. Puvodni proménné jsou
zredukovany na menSi pocet skrytych (latentnich) proménnych (tzv. hlavnich
komponent) se sou¢asnou snahou o co nejmensi ztratu informace o plvodnich datech
(variabilitt souboru). Hlavni komponenty jsou linearni kombinace pulvodnich
proménnych, které vysvétluji jejich variabilitu a zavislost. Prvni hlavni komponenta Z;
popisuje nejvétsi rozptyl plvodnich dat, druha hlavni komponenta Z, vyjadfuje nejvétsi
rozptyl, ktery neni obsazeny v Z; atd. (Obr. 7) V grafickém zobrazeni (biplot - dvojny
graf) je mozné sledovat shluky jednotlivych pozorovani (objektd), pfi€emz informace

o tom, zda konkrétni objekt nalezi k dané skupiné, neni pfedem dana.

Zy= a Xy + apX; + aXy+ .a,X

m

Ly = Ay Xy + AppXy + Ay X3 + o ag, X

n-n

Obr. 7: Rovnice vypoctu prvni a druhé hlavni komponenty (pfevzato z Miller &
Miller, 2005)

36



Hierarchické shlukovani patfi k metodam analyzy shlukd (CLU - ,Cluster
analysis®), které se zabyvaji vySetfovanim podobnosti vicerozmérnych objektd. Cilem
je roztfidéni objektll do shluku (tfid) na zakladé vyhledavani objektu, které jsou
si blizké v n-rozmérném prostoru proménnych. Vzdalenost d mezi dvéma objekty
v tomto prostoru, vyjadfena soufadnicemi (X1, Xa,...,Xn; Y1, Y2,...,¥n) j€ Eukleidovskym
typem vzdalenosti (Obr. 8). Objekty nalezici stejné tfidé jsou si vice podobné, nez
objekty zruznych tfid. Grafické zobrazeni se nazyva dendrogram. Informace
o naleZitosti k dané tfidé neni, podobné jako u analyzy hlavnich komponent, pfedem
dana.

d = 1.,.-"I(2'1_ V)E A+ (= v )P+ o+ (x,— v,)°

Obr. 8: Vypocet Eukleidovskeé vzdalenosti v n-rozmé&rném prostoru (pfevzato z
Miller & Miller, 2005)

Diskriminacni analyza (DFA - ,Discriminant function analysis) se liSi
od pfedchozich dvou metod. V tomto pfipadé je pfisluSnost objektu k dané skupiné
pfedem zadana. Cilem je tedy opét zafazeni objektd do riznych skupin nebo zafazeni
nového objektu do stavajicich skupin na zakladé klasifikacniho pravidla. Nejdfive je
nutné najit linearni diskriminacni funkci Y (LDF - ,Linear discriminat function®), ktera
pfedstavuje linearni kombinaci pavodnich proménnych X;, X,, atd. (Obr. 9). Dimenze
dat je zredukovana. Funkce Y tedy vyjadfuje rozdily mezi jednotlivymi skupinami (rozdil
hodnoty funkce Y objektlu patficich do stejné skupiny je menS$i, nez rozdil hodnoty
funkce Y objektd z rdznych skupin) (Meloun & Militky, 2002, Miller & Miller, 2005).

Y= a X, + aX,+ ...a,X

nn

Obr. 9: Rovnice vypocCtu linearni diskriminacni funkce Y (pfevzato z Miller & Miller,
2005)

Existuje obecny pfedpoklad, Ze diskriminacni analyza vzdy pfedCi analyzu
hlavnich komponent, jelikoz pracuje pfimo s diskriminaci mezi jednotlivymi skupinami.

Ovsem v pfipadech, kdy je napfiklad pocet objektd ve skupiné maly nebo je jejich
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distribuce v zakladnim rozdéleni nestejnomérna, se pouZiti analyzy hlavnich

komponent zda byt pfinosnégjsi (Martinez & Kak, 2001).

Vysledky, diskuze a zavér budou zverejnény 14. 4. 2014.
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7. Vysledky

7.1. Chromatograficka separace
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7.2.ldentifikace metabolitt
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7.3. Statistické vyhodnoceni dat
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7.4.Diskuze

47



48



ZAVER

49



LITERATURA

» Alvarez-Sanchez B., Priego-Capote F., Luque de Castro M. D. (2010)
Metabolomics analysis |. Selection of biological samples and practical aspects
preceding sample preparation, Trend. Anal. Chem. 29, 111-119.

= Andersen B. S. et al. (2012) MCAD deficiency in Dennmark, Mol. Genet. Metab.
106, 175-188.

= Aston, F. W. (1919) Philos. Mag. 38, 707.

= Benton P. H., Want E. J., Ebbels T. M. D. (2010) Correction of mass calibration
gaps in liquid chromatography-mass spectrometry metabolomics data,
Bioinformatics 26, 2488.

= Berg J. M., Tymoczko J. L., Stryer L. (2002) Biochemistry, pp. 615-616, W. H.
Freeman and Company, New York.

= Bleakney, W. (1929) Phys. Rev., 34, 157.

= Cleveland W. S., Devlin S. J. (1988) Locally weighted regression: an approach to
regression analysis by local fitting. J. Am. Stat. Assoc. 83, 596-610.

= Cody R. B., Laramee J. A., Durst H. D. (2005) Versatile new ion source for the
analysis of materials in open air under ambient conditions, Anal. Chem. 77, 2297.

= de Hoffmann, E., Stroobant, V. (2007) Mass Spectrometry: Principles and
Applications, pp. a: 1-4, b: 85, c¢: 175, d: 122-124, Third Edition, John Wiley &
Sons, New York, USA.

= Denisov, E., Damoc, E., Lange, O., Makarov, A. (2012) Orbitrap mass
spectrometry with resolving powers above 1,000,000, Int. J. Mass. Spectrom.
325-327, 80-85.

= Derks et al. (2006) The natural history of medium-chain acyl-CoA dehydrogenase
deficiency in the Netherlands: clinical presentation and outcome, J. Pediatr. US
148, 665-670.

= Dettmer K., Hammock B. D. (2004) Metabolomics - A new exciting field within the
“omics” sciences, Environ. Health Persp. 112, 396-397.

= Fenn, J. B,, Mann, M., Meng, C. K. et al. (1989) Science 246, 64.

= Glish G. L., Goeringer D. E. (1984), Tandem quadrupole/time-of-flight instrument
for mass spectrometry/mass spectrometry, Anal. Chem. 56, 2291.

= Gohlke, R. S. (1959) Time-of-flight mass spectrometry and gas-liquid partition
chromatography, Anal. Chem. 31, 535-541.

= Goodacre R. (2007) Metabolomics of a superorganism, J. Nutr. 137, 259-266.

= Green L. E., Schmauch L. J., Worman J. C. (1964), Simulated distillation by gas
chromatography, Anal. Chem. 36, 1512-1516.

50



Gregersen N., Winter V., Lyonnet S., Saudubray J. M., Wendel U., Jensen T. G,,
Andersen B. S., Kolvraa S., Lehnert W., Bolund L, et al. (1994) Molecular genetic
characterization and urinary excretion pattern of metabolites in two families with
MCAD deficiency due to compound heterozygosity with a 13 base pair insertion in
one allele, J. Inherit. Metab. Dis. 17, 169-184.

Guo X, Li Ch., Duan L., Zzhao L., Lou H., Ren D. (2012) Separation of the
enantiomers of naringenin and eriodictyol by amylose-based chiral reversed-
phase high-performance liquid chromatography, Drug Discoveries & Therapeutics
6, 321-326.

Hron K. (2010) Elementy statistické analyzy kompozi¢nich dat, Informaéni bulletin
Ceské statistické spoleénosti, 3. roénik, pp. 41-49.

Hu, Q., Noll, R. J., Li, H., Makarov, A., et al. (2005), The Orbitrap: a new mass
spectrometer, J. Mass. Spectrom. 40, 430-443.

lafolla A. K., Thompson R. J. Jr., Roe C. R. (1994) Medium-chain acyl-coenzyme
A dehydrogenase deficiency: Clinical course in 120 affected children, J. Pediatr.
US 124, 409-415.

Karas, M. & Hillenkamp, F. (1988), Laser desorption ionization of proteins with
molecular mass exceeding 10,000 daltons, Anal. Chem. 60, 2299-2301.

Kim J-J. P., Miura R. (2004) Acyl-CoA dehydrogenases and acyl-CoA oxidases,
Eur. J. Biochem. 271, 483-493.

Kingdon, K. H. (1923) Phys. Rev. 21, 408-418.

Kozaki D., Mori M., Nakatani N., Arai K., Masuno T., Koseki M., Itabashi H.,
Tanaka K. (2013) Indirect UV detection-ion-exclusion/cation-exchange
chromatography of common inorganic ions with sulfosalicylic acid eluent, Anal.
Sci. 29, 121-126.

Kuhl C., Tautenhahn R., Boettcher C., Larson T. R., Neumann S. (2012)
CAMERA: an integrated strategy for compound spectra extraction and annotation
of liquid chromatography/mass spectrometry data sets, Anal. Chem. 84, 283-289.
Ledvina M., Stoklasova A., Cerman J. (2009) Biochemie pro studujici mediciny,
pp. 155, Karolinum, Praha.

Maier E., Gersting S. W., Kemter K. F., Jank J. M., Reindl M., Messing D. D.,
Truger M. S., Sommerhoff C. P., Muntau A. (2009) Protein misfolding is the
molecular mechanism underlying MCADD identified in newborn screening, Hum.
Mol. Genet. 18, 1612-1623.

Makarov A. (2000), Electrostatic axially harmonic orbital trapping: a high-
performance technique of mass analysis, Anal. Chem. 72, 1156-1162.

51



Makarov, A., Denisov, E., Kholomeev, A., Balschun, W., Lange, O., Strupat, K.,
Horning, S. (2006), Performance evaluation of a hybrid linear ion trap/orbitrap
mass spectrometer, Anal. Chem. 78, 2113-2120.

Martinez A. M., Kak A. C. (2001) PCA versus LDA, IEEE Trans. Pattern Anal.
Mach. Intell. 32, 228-233.

Meloun M., Militky J. (2002) Kompendium statistického zpracovani dat, pp. 213-
279, Nakladatelstvi Academia, Praha.

Michalski A., Damoc E., Lange O., Denisov E., Nolting D., Mueller M., Viner R.,
Schwartz J., Remes P., Belford M., Dunyach J. J., Cox J., Horning S., Mann M.,
Makarov A. (2011) Ultra high resolution linear ion trap Orbitrap mass
spectrometer (Orbitrap Elite) facilitates top down LC MS/MS and versatile peptide
fragmentation modes, Mol. Cell. Proteomics, doi: 10.1074/mcp.0111.013698.
Miller J. N., Miller J. C. (2005) Statistics and chemometrics for analytical
chemistry, pp. 213-227, Pearson Education Limited, Edinburgh, England.

Munson M. S. B., Field F. H. (1966), Chemical ionization mass spectrometry. .
general introduction, J. Am. Chem. Soc. 88, 2621-2630.

Niessen W. M. A. (2003) Progress in liqguid chromatography-mass spectrometry
instrumentation and its impact on high-throughput screening, J. Chromatogr. A
1000, 413-436.

Olsen J. V., Schwartz J. C., Nielsen M. L., Damoc E., Denisov E., Lange O.,
Remes P., Taylor D., Splendore M., Wouters E. R., Senko M., Makarov A., Mann
M., Horning S. (2009) A dual pressure linear ion trap orbitrap instrument with very
high sequencing speed, Mol. Cell. Proteomics 8, 2759-2769.

Orbitrap Elite Hardware Manual (2011), Thermo Scientific, Bremen, Némecko
Pasquali M., Monsen G., Richardson L., Alston M., Longo N. (2006) Biochemical
findings in common inborn errors of metabolism, Am. J. Med. Genet. C 142, 64-
76.

Paul W. (1990), Electromagnetic traps for charged and neutral particles, Rev.
Mod. Phys. 62, 531-540.

Pieles U., Zircher W., Schar M., Moser H. E. (1993), Matrix-assisted laser
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry: a powerful tool for the
mass and sequence analysis of natural and modified oligonucleotides, Nucleic
Acids Res. 21, 3191.

Pingoud A., Urbanke C., Hoggett J., Jeltsch A. (2002) Biochemical methods, pp.
97-101, Wiley-VCH Verlag GmbH, Weinheim, Némecko.

Racek J. et al. (2006) Klinicka biochemie, pp. a: 259, b: 266-267, Galén, Praha

52



Satoh A., Nakajima Y., Miyahara I., Hirotsu K., Tanaka T. et al. (2003) Structure
of the transitive state analog of medium-chain acyl-CoA dehydrogenase.
Crystallographic and molecular orbital studies on the charge-transfer komplex of
medium-chain acyl-CoA dehydrogenase with 3-thiaoctanoyl-CoA, J. Biochem.
134, 297-304.

Saudubray J-M. (2011) Clinical approach to inborn errors of metabolism in
paediatrics in Inborn metabolic diseases, (Saudubray J-M., Van den Berghe G.,
Walter J. H., ed.), pp. 4-5, Springer, Némecko.

Schuck P. F., Ceolato P. C., Ferreira G. C. et al. (2007) Oxidative stress induction
by cis-4-decenoic acid: relevance for MCAD deficiency, Free Radical Res. 41,
1261-1272.

Sillence D., Waters K., Donaldson S., Shaw P. J., Ellaway C. (2012) Combined
enzyme replacement therapy and hematopoietic stem cell transplantation in
mucopolysacharidosis type VI., JIMD Rep. 2, 103-106.

Smith C. A., O'Maille G. , Want E. J., Qin C., Trauger S. A., Brandon T. R,,
Custodio D. E., Abagyan R., Siuzdak G. (2005) METLIN: a metabolite mass
spectral database, Ther. Drug Monit. 27, 747-751.

Smith C. A, Want E. J., O'Maille G., Abagyan R., Siuzdak G. (2006) XCMS:
Processing mass spectrometry data for metabolite profilig using nonlinear peak
alignment, matching and identification, Anal. Chem. 78, 779-787.

Snustad D. P., Simmons M. J. (2009) Genetika, pp. 50-53, Nakladatelstvi K-
public, Brno.

Stanley C. A., Bennett M. J., Mayatepek E. (2008) Poruchy mitochondrialni
oxidace mastnych kyselin a pfibuznych metabolickych cest v Diagnostika a Ié€ba
dédi¢nych metabolickych poruch (Fernandes J., Saudubray J-M., Van den
Berghe G., Walter J. H., ed.), pp. 214-220, Nakladatelstvi Triton, Praha.
Stephens, W. (1946) Phys. Rev. 69, 691.

Stirnemann J., Belmatoug N., Vincent C., Fain O., Fantin B., Mentré F. (2010)
Bone events and evolution of biologic markers in Gaucher disease before and
during treatment, Arthritis Res. Ther. 12, R156.

Sud M., Fahy E., Cotter D., Brown A., Dennis E. A., Glass C. K., Merrill A. H. Jr.,
Murphy R. C., Raetz C. R., Russel D. W., Subramaniam S. (2007) LMSD: Lipid
maps structure database, Nucleic Acids Res. 35, 527-532.

Stern P. et al. (2011) Obecna a klinicka biochemie, pp. 129-145, Nakladatelstvi
Karolinum, Praha.

Stulik et al.(2011) Kolonova chromatografie v Analytické separaéni metody, pp.
80-116, Nakladatelstvi Karolinum, Praha.

53


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O'Maille%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16404815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Want%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16404815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qin%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16404815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trauger%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16404815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brandon%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16404815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Custodio%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16404815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abagyan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16404815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Siuzdak%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16404815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O'Maille%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16404815

Takats Z., Wiseman J. M., Gologan B., Cooks R. G. (2004) Mass spectrometry
sampling under ambient conditions with desorption electrospray ionization,
Science 15, 471-473.

Tanaka, T., Waki, H., Ido, Y. et al. (1988) Protein and polymer analysis up to m/z
100,000 by laser ionization time-of-flight mass spectrometry, Rapid Commun.
Mass Spectrom. 2, 151.

Tautenhahn R., Boettcher C., Neumann S. (2008) Highly sensitive feature
detection for high resolution LC/MS BMC, Bioinformatics 9, 504.

Thanawiroon C., Rice K. G., Toida T., Linhardt R. J. (2004), Liquid
chromatography/mass spectrometry sequencing approach for highly sulfated
heparin-derived oligosaccharides, J. Biol. Chem. 279, 2608-15.

Thomson, J. J. (1913) Rays of Positive Electricity and Their Application to
Chemical Analysis, Longmans Green, London, Velka Britanie.

uhl O., Glaser C., Demmelmair H., Koletzko B. (2011), Reversed phase
LC/MS/MS method for targeted quantification of glycerophospholipid molecular
species in plasma, J. Chromatogr. B 879, 3556— 3564.

Wilcken et al. (2007) Outcome of neonatal screening for medium-chain acyl-CoA
dehydrogenase deficiency in Australia: a cohort study, Lancet 369, 37-42.
Wilhelm W. D. (2006) Sudden death in a young woman from meduim chain acyl-
coenzyme A dehydrogenase (MCAD) deficiency, J. Emerg. Med. 30, 291-294.
Wishart D. S., Tzur D., Eisner R., Guo A. C., Young N. et al. (2007), HMDB: the
human metabolome database, Nucleic Acids Res. 35, 521-526.

Yokota I., Indo Y., Coates P. M., Tanaka K. (1990) Molecular basis of medium
chain acyl-coenzyme A dehydrogenase deficiency, J. Clin. Invest. 86, 1000-1003.
Yost R. A. and Enke C. G. (1978), Selected ion fragmentation with a tandem
guadrupole mass spectrometer, J. Am. Chem. Soc. 100, 2274.

Yu Y., Xu J., Liu Y., Chen Y. (2012) Quantification of human serum transferin
using liquid chromatography-tandem mass spectrometry based targeted
proteomics, J. Chromatogr. B 902, 10-5.

Elektronické zdroje:
www.nobelprize.org (3. 2. 2013)
www.novorozeneckyscreening.cz (17. 3. 2013)

www.planetorbitrap.com (3. 11. 2012)

54


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thanawiroon%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14610083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rice%20KG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14610083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Toida%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14610083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Linhardt%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14610083
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uhl%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22014895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Glaser%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22014895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Demmelmair%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22014895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koletzko%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22014895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22771233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22771233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22771233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22771233
http://www.nobelprize.org/
http://www.novorozeneckyscreening.cz/
http://www.planetorbitrap.com/

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACAD
clr
CLU
CoA
DBS
DFA
DMP
ESI

FT
FTMS
FWHM
HCD
HILIC
HMDB
LDF
MCADD

MS?
PAz-PC
PCA
TCA

acyl-CoA dehydrogenasa

transformace logaritmem podilu slozek

shlukova analyza

koenzym A

suché krevni skvrny

diskriminaéni analyza

dédi¢né metabolické poruchy

ionizace elektrosprejem

Fourierova transformace

hmotnostni spektrometrie s Fourierovou transformaci
maximalni Sitka v poloviné vy3ky piku
vysokoenergeticka kolizni cela

hydrofilni interakéni chromatografie

Human Metabolome Database

linearni diskrimina&ni funkce

deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se stfedné
dlouhym fetézcem

tandemova hmotnostni spektrometrie
1-palmitoyl-2-azelaoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
analyza hlavnich komponent

KrebsUyv cyklus
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