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Metabolomika je védni obor zabyvajici se analyzou
metabolomu. Metabolom je kompletni soubor latek
pritomnych v bufice nebo biologickém systému v daném
Case. Cilena metabolomika se zabyva kvalitativni a
kvantitativni analyzou vybranych metabolitd souvisejicich
s konkrétni metabolickou drahou.

Pro separaci latek byla pouzita vysoce uc€inna kapalinova
chromatografie s modifikovanou fazi HILIC a gradientovou
eluci, ktera umozniuje separaci latek podle polarity

v zavislosti na zvySujici se polarité mobilni faze béhem
analyzy. Pro detekci a identifikace metabolitdl byl pouzit
trojity kvadrupodlovy analyzator s ionizaci elektrosprejem v
pozitivnim a negativnim médu v rezimu "multiple reaction
monitoring".

Cilem této prace je aplikace modifikované metody na mysi
plasmy pfistupem cilené metabolomiky a nasledna
optimalizace a evaluace metody pomoci HPLC spojené s
trojitym kvadrupdlovym analyzatorem.

Celkem bylo v metodé nalazelo 425 metabolitd. Ve
vzorcich bylo identifikovano 124 latek. Ostatni latky byly
ze seznamu odstranény, jelikoZ se plasmé nevyskytovaly
nebo byly malo abundantni. Latky byly rozdéleny do
skupin a bylo popsano jejich chovani na koloné. Byla
provedena statisticka analyza, jejim vystupem byla
analyza hlavnich komponent a dikriminacni analyza.
Modifikovana metoda byla aplikovana na vzorky plasmy
CFTR-KO a wild type mySi na |éCbé fenretinidem a je
vhodna pro méfeni plasmatickych vzork( pfistupem cilené
metabolomiky.
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Metabolomics is the science dealing with the
analysis of the metabolome. Metabolome is the
complete set of substances present in a cell or a
biological system at a given time. Targeted
metabolomics is interested in qualitative and
guantitative analysis of selected metabolites
associated with a specific metabolic pathway.

For separation of substances high performance
liquid chromatography with a modified phase HILIC
was used. Gradient elution was chosen which allows
separation of substances according to the polarity
depending on the increasing polarity of the mobile
phase during analysis. For the detection and
identification of metabolites triple quadrupole
analyzer was used with electrospray ionization in
positive or negative mode in the "multiple reaction
monitoring".

The aim of this work is to apply the modified method
to mouse plasma by targeted metabolomic approach
and subsequent optimization and evaluation of the
method wusing HPLC associated with triple
gquadrupole analyzer.

The method was tuned to measure 425 metabolites.
In the samples 124 analytes were identified. Rest of
a analytes have been removed from the list because
they were not present in plasma or were not very
abundant. Analytes were devided in to the groups
and their behavior on the column was described. The
outcome from statistical analysis was principal
component analysis and discriminant analysis.

The modified method was applied to plasma
samples CFTR-KO mice and wild type mice with
fenretinide treatment. It was demonstrated that this
mothod is suitable for measurement of plasma
samples with targeted metabolomics approach.
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2 Hmotnostni spektrometrie

2.1 Uvod

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry - MS) je fyzikalné - chemicka
metoda zaloZzena na prevedeni molekul analytu na ionty, separace téchto iontu
podle jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z) a nasledné zpracovani signalu
jednotlivych iontd. Mezi vyhody hmotnostni spektrometrie v porovnani s jinymi
analytickymi technikami patfi mimoradna citlivost, nizké detekéni limity, rychlost a
fadi se mezi destruktivni metody s minimalni spotfebou vzorku. MS je vhodna pro
uréovani relativni molekulové hmotnosti a dalSich strukturnich informaci.

V analytické chemii jsou nejnovéjSi aplikace vétdinou orientovany
na biochemické analyzy napf. proteomu, metabolomu nebo metabolismu IéCiv, a tak
dale. Mezi dalsi analytické aplikace MS patfi kontrola zneéisténi ovzdusi,
potravinarské kontroly, forenzni védy, identifikaci a kvantifikaci pesticidd ve vzorcich
vody nebo kontrola dopingu u sportovctl (Hofman & Stroobant, 2007, Bramer, 1997).

Spojeni hmotnostni  spektrometrie a plynové chromatografie (Gas
Chromatography/Mass Spectrometry - GC/MS) znanou mirou pfispélo k rozvoji MS
a vznikla tak efektivni technika pro analyzu slozitych smési organickych latek (Zoro
& Halley, 1976). GC/MS technika je vhodna pro analyzu tékavych a termostabilnich
sloucenin. V pfipadé analytu, ktery je termolabilni, polarni nebo malo tékavy
se provadi derivatizace, ktera zabrani tepelnému rozkladu, zlepSi chromatografickou
separaci a citlivost analyzy. Hmotnostni spektrometrie je také casto spojovana
s kapalinovou chromatografii (Liquid Chromatography/Mass Spectrometry — LC/MS)
a to v pfipadech, kdy se do MS zavadi napf. tepelné labilni slouceniny, které nelze
snadno separovat pomoci plynové chromatografie. LC/MS se pouziva pro analyzu
latek v komplexnich smésich a tyto latky musi byt rozpustné v pouzité mobilni fazi.
Spojeni GC a LC s hmotnostni spektrometrii je mozno vyuzit také pro identifikaci
neznamych analytd. Techniky jsou si v mnoha ohledech podobné. Obé metody jsou
zalozené na interakci analytu se stacionarni a mobilni fazi, s tim rozdilem, Zze u

plynové chromatografie je mobilni fazi plyn (Abian, 1999, Diaz-Cruz et al., 2003).



2.2 Instrumentace

Hmotnostni spektrometr se zpravidla sklada ze 4 zakladnich ¢asti (obr.1):

iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor a vyhodnocovaci zafizeni.

Vzorek je pfiveden do iontového zdroje, kde jsou molekuly analytu ionizovany
a jsou vtahovany do hmotnostniho analyzatoru. V této Casti jsou ionty separovany
jednim nebo vice analyzatory, dale jsou pfivedeny do detektoru, detekovany a
vysledny signal se pfevadi do datového zaznamu. Hmotnostni spektrometr pracuje
za hlubokého vakua, coz minimalizuje ion-molekulové reakce, rozptyl, neutralizace
iontd a fragmentace, které negativné ovliviuji analyzu (Hofman & Stroobant, 2007,
Bramer, 1997).

e e L L e Ll Ll 1
1 ]
i i
- IOMNIZACE DETEHCE '
’ i
[ zdroj analyzator I
i i
] ]
._......_....__............_...........; T uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu =)
] I
R | ko=
' vakuova .
. , zpracovani
' pumpa ' signalu
V1= 1078 oy
g . |
hmotnesini
spekirum

Obr. 1: Obecné schéma hmotnostniho spektrometru.
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2.3 lonizaéni techniky

lontovy zdroj generuje nabité molekuly analytu v plynné fazi. Molekuly jsou
ionizovany bud soucasné (napf. ionizace elektropsprejem), (Hilton & Benesch, 2012)
nebo prostfednictvim samostatnych procesl (doutnavy vyboj), (Harrison & Magee
1974). loniza¢ni techniky muzeme rozdélit na mékké a tvrdé. Mékké ionizacni
techniky poskytuji intaktni ionty velkych molekul jako proteiny, nukleové kyseliny
nebo dokonce nekovalentné vazané komplexy a energie dodana molekule staci
pouze na vytvofeni iontu z neutralni molekuly (chemicka ionizace za atmosférického
tlaku, ionizace elektropsprejem (electrospray ionization, ESI), ionizace rychlymi ionty
(fast atom bombardment, FAB), ionizace za atmosférického tlaku). Dodana energie
u tvrdych ionizanich technik je dostateCné velka, aby se z neutralni molekuly
vytvofil ion a aby se vzniklé ionty dale $tépily (ionizace elektronem). Vybér iontového
zdroje zavisi pfevazné na aplikaci - nékteré zdroje jsou velmi specializované, jiné
jsou téméF univerzalni (ESI) (Hofman & Stroobant, 2007, Ekman et al. 2009,
Banerjee & Mazumdar, 2012).

2.3.1 lonizace elektrosprejem (Electrospray ionization, ESI)

lonizace elektrosprejem je mékka ionizacni technika, pfi které se tvofi ionty
v plynné fazi (Fenn et al.,, 1989). V dnedni dobé je tato metoda Casto vyuzivana
v chemické a biochemické analyze. Spolu s hmotnostnim spektrometrem dovoluje
zkoumani molekularniho slozeni kapalnych vzorku.

Pfed rozvojem spojeni ESI-MS existovala fada ioniza¢nich technik (chemicka
ionizace, ionizace elektronem), ale Zadna znich nebyla schopna pfekonat
nachylnost analytu k fragmentaci, dochazelo tedyk intenzivnimu rozpadu
kovalentnich vazeb (Banerjee & Mazumdar, 2012, Hilton & Benesch, 2012). V 80.
letech se védci snazili zméfit pfesnou molekulovou hmotnost biologicky vyznamnych
velkych molekul napf. proteint. Ackoli byla v této dobé pro ionizaci biologického
materidlu dostupna ionizacni metoda FAB (Barber et al., 1981), dosahlo se diky ni
prevazné jednou nabitych molekul analytu a byla spiSe vhodnéjSi pro mensi ¢astice
s molekulovou hmotnosti do 1000 Da. Nicméné hmotnostni spektrometry v té dobé
nebyly schopné analyzovat vysoké hodnoty m/z nabitych vysokomolekularnich
proteind. Proto jedinou mozZnosti jak v této dobé analyzovat proteiny, bylo jejich
roz8tépeni na mensi peptidy a vzniklou smés analyzovat pomoci FAB-MS. Tyto

problémy byly pfekonany vroce 1989, kdy John Fenn pfedstavil ionizaci
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elektrosprejem (Fenn et al., 1989). Techniku, u které nedochazi k fragmentaci a
velké molekuly (napf. proteiny) jsou ionizovany za pomoci mnohonasobného nabiti.
Toto mnohonasobné nabiti snizuje hodnotu m/z vysledného iontu a je mozné je
analyzovat pomoci bé&znych hmotnostnich analyzatord (Banerjee & Mazumdar,
2012, Hilton & Benesch, 2012).

V pfipadé ESI je vzorek rozpustén v rozpoustédle a roztok analytu projde
pfes kapilaru, na kterou je vlozeno vysoké napéti. Na konci kapilary dochazi
k akumulaci naboju, tim se povrch stava nestabilnim a deformuje se. Pod vlivem
vysokého elektrického pole se tak vytvofi tzv. Taylorliv kuzel (obr. 2). Ten je poté
rozpraSen diky zmlzovacimu plynu a vznikaji nabité kapicky. Kapicky
s nahromadénym nabojem na povrchu (pozitivni nebo negativni) jsou nasledné
odpuzovany vysokonapétovou tryskou (ma stejnou polaritu) a pohybuji se ve sméru

elektrického pole (smérem k vyhraté kapilare) (Ekman et al. 2009).

Obr. 2: Vliv vysokého napéti na kapku na konci kapilary, vznik Taylorova kuzelu

(pfevzato z Hofman & Stroobant, 2007).

Existuji dvé sily pUsobici v opacnych smérech na nabité kapi¢ky. Jednou
z nich je povrchové napéti, které se snazi zachovat kulovity tvar kapky, a druha je
Coulombicka sila odpuzovani mezi naboji na povrchu, ktera se snazi rozbit kulovy

tvar nabité kapicky.

O /@\ /@\

Obr. 3: Vypafovani rozpoustédla ze vzniklé kapiCky (pfevzato z Banerjee &
Mazumdar, 2012).

Jakmile se vytvofi kapiCky, ihned se z nich za¢ne vyparovat rozpoustédlo
(obr. 3). Molekuly rozpoustédla opousti kapky jako neutralni €astice, coz vede
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ke zvySeni hustoty povrchového naboje. Odpafovani rozpoustédla nastava
v okamzZiku, kdy se kapiCky dostanou do prostoru mezi sprejovaci tryskou a
vyhfivanou kapilarou. V dlisledku toho se objem kapek snizuje az k bodu
(Rayleighuv limit), (Rayleigh, 1882), kdy povrchové napéti nemlze déle udrzet
Coulombickou silu odpuzovani. V tomto bodé nastdva Columbické exploze, pfi
které se velké kapky rozpadnou na mnoho malych kapi¢ek za sou¢asného rozdéleni
puvodnich nabojl. Vzniklé kapi¢ky nejsou jen mensi nez plvodni kapky, ale maji
také vétsi pomér naboje k hmoté a dale putuji do hmotnostniho analyzatoru (obr. 4)
(Hofman & Stroobant, 2007, Ekman et al. 2009, Banerjee & Mazumdar, 2012, Hilton
& Benesch, 2012, Wilm, 2011).

Pfi pfipravé vzorku je vyzadovano rozpusténi latky na vhodnou koncentraci
do roztoku vody a organického rozpoustédla (methanol, isopropanol nebo
acetonitril). Také se pfidava malé mnozstvi kyseliny octové nebo mravendéi pro
podporu pozitivni ionizace molekul analytu. V pfipadé negativniho modu se pro
deprotonaci pfidava napf. roztok amoniaku (Ekman et al. 2009, Banerjee &
Mazumdar,2012).

Molekulv analvtn Wypaiovani Columbicka
' | razpoustédla exploze
Stfikaci tryska +
| =+t 4 +(0)+
™ + Ry
RN I
o T4+ o ot o o * +I‘~\' -.r:"' +'“.T.J+ _}c
-~ A -y
A AT " T HOR "
- F
) Nabita kapka T ahité
€ . ) - kapicky
Nabita kapka pfi dosazeni
Tayloriw Ravleighova limitn

l kuzel

Zdroj vysokého napsti

-ye Iﬂ.\"\. /\u.f'lrllll"-.u.-"ﬁ.\\_"/.\ '.v.f —

Ve

L

Obr. 4: Schématické znazornéni procesu ionizace elektrosprejem (pfevzato z
Banerjee & Mazumdar, 2012).

ESI je velmi jemna ionizaéni metoda (dochazi k velmi malé fragmentaci a
slabé vazby jsou €asto zachovany), proto se muize spojeni ESI-MS vyuzivat pro
analyzu trojrozmérné struktury protein(, intaktnich posttranslacné modifikovanych
proteind (Carr et al., 1991) nebo nekovalentné vazanych komplex( jako protein-

ligand komplex (Hofstadler & Sannes-Lowery, 2006).
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ESI-MS se vyuziva i ve spojeni s vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC) (Banerjee & Mazumdar, 2012). Toto spojeni umoznuje analyzu jak malych
tak i velkych molekul o rlznych polaritach v komplexnich biologickych vzorcich.
Nevyhodou ESI muze byt potlaceni signalu analytu zplisobené soutézenim o naboj
mezi elektrolyty. Tento nedostatek brani napf. dikladné analyze komplexnich smési,
pokud neni pouzita chromatograficka prefrakcionace. SoutéZeni o naboj stejné jako
intenzita signalu analytu zavisi na podminkach experimentu jako je pH, slozeni
rozpoustédla, koncentracni zastoupeni jednotlivych analytt atd. (Ekman et al. 2009,
Hilton & Benesch, 2012, Wilm, 2011).

2.4 Hmotnostni analyzatory

Jakmile se vytvofi ionty v plynné fazi, dochazi k jejich separaci na zakladé
pomeéru hmoty a naboje (m/z). Existuje nékolik typl hmotnostnich analyzatoru (tab.
1)

Tab. 1: Typy analyzatorl pouzivanych v hmotnostni spektrometrii (upraveno podle
Hofman & Stroobant, 2007).

Typ analyzatoru Symbol Princip separace
Elektricky sektor E nebo ESA Kineticka energie
Magneticky sektor B Hybnost

Kvadrupdl Q m/z (stabilita trajektorie)
lontova past IT m/z (resonancni frekvence)
Analyzator doby letu TOF Rychlost (Cas letu)

lontova cyklotronova rezonance s L.
Fourierovou transformaci FTICR m/z (resonanéni frekvence)
Orbitrap oT m/z (resonanéni frekvence)

VSechny hmotnostni analyzatory vyuZivaji statické nebo dynamické elektrické
pole a magnetické pole, které mlze fungovat samostatné nebo v kombinaci. Hlavni
rozdil mezi analyzatory je ve zplsobu pouziti pole, kterym je dosazena separace.

Mezi pét hlavnich charakteristik pro méfeni vykonu hmotnostniho analyzatoru patfi:
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rozsah naméfenych hodnot, rychlost analyzy, transmise, méfeni pfesné hmoty a

rozliSeni.

Rozsah namérenych hodnot jsou hodnoty m/z, ve kterych je hmotnostni
analyzator schopen méfit.

Rychlost analyzy udava s jakou rychlosti analyzator méfi na urcitém
rozsahu m/z . Je vyjadfena v hmotnostnich jednotkach za sekundu (s =
Hz).

Transmise je pomér mnozstvi iontd, které dosahlo detektoru a pocet iontt
vstupujicich  do hmotnostniho analyzatoru. Pfenos obecné zahrnuje
iontové ztraty v jinych Castech hmotnostniho analyzatoru, jako jsou
elektrické ¢oc¢ky pfed a za analyzatorem.

Méreni presné hmoty udava rozdil mezi teoretickou m/z a naméfenou
hodnotou m/z.

RozliSovaci schopnost je schopnost analyzatoru odlisit signaly dvou iontd,
jejichz rozdil v hodnoté m/z je maly (obr. 5) (Hofman & Stroobant, 2007,
Ekman et al. 2009, Gross, 2011).

. Pik rozhiseny v
10% "valley"

»

Intenzita

E mJiz
. Pik rozlieny v
- 90% "valley"

Obr. 5: RozliSovaci schopnost (upraveno podle Hofman & Stroobant, 2007).
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2.4.1 Pruletovy analyzator (Time of flight, TOF)

Priletovy analyzator separuje ionty na zakladé rozdilné doby letu stanovené
¢asovym intervalem mezi startovnim signalem a pulsem generovanym narazem
iontu na detektor. Princip TOF byl poprvé popsan Stephensenem v roce 1946
(Stephenson, 1946).

Linearni TOF — nejprve se v iontovém zdroji vytvareji skupiny iontd a tyto
ionty se po pocateCnim zrychleni v elektrickém poli dostanou do oblasti bez
jakéhokoliv pole, tzv. letové trubice, kde jsou rozdéleny na zakladé jejich rychlosti.
Pfedtim nez opusti zdroj, ma ion hmotnost m a naboj q a je urychlovan potencialem

V.. Elektricka energie Eg je pfemé&néna na kinetickou energii Ey (rovnice 1).

Rychlost iontu vychazejiciho ze zdroje je dana upravenim rovnice 1:
(2zeV,/m)'/?

Po pocateCnim zrychleni se ionty pohybuji konstantni rychlosti k detektoru a
Cas t, ktery potfebuji k pfekonani vzdalenosti L nez dosahnou detektoru je dan

rovnici 3.
L

v

[ =

Mezi vyhody TOF patfi teoreticky neomezeny rozsah méfenych m/z, vysoka
rychlost pfenosu, spektra Ize ziskat z velmi malého mnozstvi vzorku a diky pulsnimu
modu je tento analyzator vhodny pro kombinaci s MALDI (ionizace laserem za ucasti
matrice). Jednim z hlavnich nedostatkd prvnich TOF analyzatord bylo velmi malé
rozliSeni (1000 — 2000 FWHM) ve srovnani s ostatnimi analyzatory (Hofman &
Stroobant, 2007, Ekman et al. 2009, Wolff & Stehen, 1953).

e TOF s refletronem
Pro zlepSeni rozliSovaci schopnosti pfistroje mize byt pouzito iontové zrcadlo
neboli reflektron, ktery vyrovnava rozdilné kinetické energie iontd se stejnou

hodnotou m/z. Reflektron vytvafi tzv. brzdici pole, ve kterém ionty s vétsi kinetickou
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energii a tedy s v&tsi rychlosti proniknou hloubégji nez ionty s nizsi kinetickou energii.
V dusledku toho rychlejSi ionty stravi vice €asu v reflektronu, a proto dosahnou
detektoru soucasné jako pomalejsi ionty se stejnou m/z. Nicméné reflektron zvysuje
hmotnostni rozliSeni na ukor citlivosti a dochazi zde k omezeni hmotnostniho

rozsahu (Mamyrin et al., 1973).

o Delayed extraction®
V pfipadé ,delayed extraction“ se ionty na zacatku od sebe oddéli podle
svych kinetickych energii (ionty svys$Si Ek dosahnou detektoru dfive). Pulsni
extrakce aplikovana po urcité dobé predava vice energie na ionty o nizké E, (neni
zapnuto el. pole, které by ionty urychlovalo). Proto méné energetické ionty obdrzi
vice kinetické energie a dojde k vyrovnani téchto hodnot u iontll se stejnym m/z
(Hofman & Stroobant, 2007, Ekman et al. 2009).

2.4.2 Kvadrupélovy analyzator

Kvadrupdlovy analyzator je zafizeni, které vyuziva stabilitu trajektorie
v oscilujicim elektrickém poli k separaci iontll podle jejich m/z. Prvni popis tohoto
analyzatoru byl publikovan v roce 1953 Paulem a Steinwedelem (Paul & Steinwedel,
1953).

Kvadrupdlovy analyzator je tvofen ze Ctyf tyCi kruhového nebo
hyperbolického tvaru rozmisténych paralelné po kruznici. Na tyCe je vkladano
stejnosmérné a zaroven vysokofrekvencéni stfidavé napéti. Protilehlé tyCe maji
stejnou polaritu a sousedici ty¢e maji polaritu opacnou. K separaci dochazi pfi
prichodu iontd mezi ty¢emi, kdy ionty za¢nou oscilovat. Kvadrupdl slouzi jako filtr a
propusti k detektoru pouze ionty se stabilni oscilaci o daném m/z, ionty s nestabilni
oscilaci se k detektoru nedostanou a jsou zachyceny na ty€ich kvadrupdlu (Ekman
et al. 2009).

U kvadrupodlového analyzatoru nezalezi na Ey iontu v momenté&, kdy opousti
iontovy zdroj, ale pouze na poméru hmoty a naboje. Vyhodou tohoto analyzatoru je
moznost spojeni s chromatografickymi technikami a s kontinualnimi iontovymi zdroji
jako ESI, ale nehodi se pro pulzni ionizaéni metody (Hofman & Stroobant, 2007,
Ekman et al. 2009).
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2.4.3 lontova past
lontova past je analyzator, ktery funguje na stejném principu jako
kvadrupdlovy analyzator, ale jeji geometrie je odliSna. Jako prvni popsali pavodni

iontovou past Paul a Steinwedel v roce 1960 (Paul & Steinwedel, 1960).

Vstup pro ionty z
iontoveho zdroje

Vstupni Vstupni
elektroda \l/ elektroda
Prstencova Prstencova
elektroda elektroda
Vystupni J, Vystupni
elektroda Vystup elektroda

ionta

Obr. 6: Schématické znazornéni iontové pasti (upraveno podle Hofman & Stroobant,
2007).

lontova past je tvofena celkem tfemi elektrodami o hyperbolickém prufezu
(obr. 6). Na vétsi prstencovou stfedni elektrodu se pfi konstantni frekvenci pfivadi
vysokofrekvenéni napéti s ménici se amplitudou. Vstupni a vystupni elektroda
uzaviraji prstencovou elektrodu a jsou uzemnény. lonty vyprodukované v iontovém
zdroji jsou pfeneseny do iontové pasti skrz otvor ve vstupni elektrodé. Diky
elektromagnetickému poli jsou ionty v analyzatoru zadrzovany az do doby, kdy se
pole zaCne ménit a dojde k jejich vypuzeni v zavislosti na hodnoté m/z pfes otvor ve
vystupni elektrodé smérem k detektoru. V pfipadé iontové pasti se pouziva inertni
plyn (napf. helium), ktery pomaha zadrzovat ionty ve stfedu pasti a tim zvySuje
citivost a hmotnostni rozliSeni. Rovnéz plni funkci kolizniho plynu a snizuje
kinetickou energii iontll. lontova past je pouzitelna jak pro kontinualni tak pro pulzni
iontové zdroje. Vyhodou je také mozZnost fragmentace molekul (Hofman & Stroobant,
2007, Ekman et al. 2009).
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2.4.4 lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

Princip iontové cyklotronové rezonance (ICR) byl vyvinut Lawrencem kolem
roku 1930. V roce 1950 predstavil Sommer vyuziti ICR v hmotnostni spektrometrii a
kombinace s Furierovou transformaci (FT) byla vyvinuta Comisarowem a
Marshallem v roce 1974 (Comisarow & Marshall, 1974).

Nejdfive ionty opusti iontovy zdroj, kde vznikaly za atmosférického tlaku.
S postupnym snizovanim tlaku se dostanou az do cyklotronové cely (ICR cela), ktera
funguje jako elektromagneticka iontova past, ve které je vakuum v Fadu az 10 mbar
a teplota bliZici se absolutni nule. Analyzator s cyklotronovou rezonanci obsahuje
supravodivy magnet a vyuziva silného homogenniho magnetického pole k zachyceni
iontd. Toto pole zplsobi, Ze ionty vykonavaji kruhovy pohyb s frekvenci, ktera je
zavisla na jejich m/z. V ICR cele jsou pfitomny zachycovaci elektrody, které ionty
stabilizuji. Na elektrody je vkladano elektrostatické pole a dochazi k axialni
stabilizaci iontd, jelikoz jim zabrani opustit celu podél osy magnetického pole. lonty
uréené k detekci jsou excitovany, jejich polomér kruhového pohybu se zvétsi a tim
se dostanou blize k detekéni elektrodé, ktera indukuje maly proud pokazdé, kdyz se
ion k elektrodé pfiblizi. Detekovany proud se pomoci Furierovy transformace
pfevede na hodnotu m/z.

Kvuli dlouhé dobé detekce nutné pro maximalni rozliSeni je nezbytné, aby
ionty vydrzely v cele delSi dobu. Hlavnim ddvodem destrukce iontu je jejich srazka
se zbytkem plynu v cele, proto je velice dulezité udrzovat tlak co nejnize. Do cely by
se také nemélo dostat vice nez 10° iont(i, protoze by columbicka repulse mohla
zpusobit posun nebo rozSifeni pikd ve spektru. U této metody muize byt také
dosazeno zvySeni signalu opétovnym zméfenim iontd, které jiz byly detekovany.
Rozsah hodnot m/z je limitovan silou magnetického pole a kinetickou energii iontl
v cele (Hofman & Stroobant, 2007, Ekman et al., 2009).

2.4.5 Orbitrap

Orbitrap funguje jako elektrostatickd iontova past vyuZivajici Furierovy
transformace k ziskani hmotnostniho spektra. Novy koncept hmotnostniho
analyzatoru byl poprvé navrhnut a popsan v roce 1996 A. Makarovem (Makarov,
2000) a prvni stroj byl na trh uveden v roce 2005.

Orbitrap je zafizeni, které vyuziva pouze elektrostatické pole vliozené mezi
vnitini a vnéjsi elektrody k udrzeni iontd uvnitf (Scigelova & Makarov 2006).

Analyzator (obr. 7) se sklada z centralni elektrody, kolem které se pohybuiji ionty a
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vnéjsi elektrody rozdélené na poloviny keramickym izolacnim krouzkem. Na ionty
pusobi elektrostaticka pfitazliva sila, ktera je kompenzovana odstifedivou silou.
Kudrzeni stabilni trajektorie iontd po praniku do orbitrapu musi mit ionty
dostateénou tangencialni rychlost, jinak dojde ke kolizi s vnitfni elektrodou. Jakmile
se ionty dostanou do orbitrapu musi mit kinetickou energii kolem 1600 eV, aby se
mohly pohybovat ve spiralach kolem stfedové elektrody. lonty se tedy otaci kolem
vnitfni elektrody, spole¢né osciluji podél osy z a jejich frekvence je umérna hodnoté
m/z. Nasledné je detekovan proud pohybu iontl a signal je zpracovan prevodem dat
z frekvenci do hmotnostniho spektra pomoci Fourierovi transformace (Makarov,
2000). V ptipadé orbitrapu je udrzovano vysoké vakuum (10™° torr) potfebné k
ziskani vysokého rozliseni, nebot srazky vedou k rozptylu, fragmentaci a

pfechodnému rozpadu (Scigelova & Makarov 2006).

Obr. 7: Orbitrap s centralni elektrodou (a), vnéjsi elektrodou (b) a keramickym

izolacnim krouzkem (c), (pfevzato z Scigelova & Makarov 2006).

Orbitrap poskytuje méfeni pfesné hmoty nad intenzity v rozmezi 5000 v ramci
jednoho spektra. Diky této vysoké rozliSovaci schopnosti orbitrapu mohou byt
pfesné hmoty iontl stanoveny vzdy, kdyz je signal spolehlivé odliSen od Sumu
(signal/Sumu = 2 - 3). Pfesna hmota je s externi kalibraci 5 ppm a 2 ppm s interni
kalibraci. Dynamicky rozsah je pfes 3000 v ramci spektra a pfes 500 000 meazi
spektry (Hofman & Stroobant, 2007, Ekman et al. 2009, Makarov, 2000).
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2.5 Detektor

Volba detektoru zavisi na konstrukci hmotnostniho spektrometru a analytické
aplikaci. K detekci iontd se vyzivaji rizné prfistupy zalozené na hmoté, naboji nebo
rychlosti iontd.

Jakmile ionty proleti skrze hmotnostni analyzator, dopadnou na detektor
s fotonasobi¢em, kde je pfeménéna energie pfichozich ¢astic na vyuzitelny signal.
Jakmile ¢astice narazi na detektor, energie z dopadu zpusobi uvolnéni sekundarnich
Castic, napf. elektrony nebo fotony. Polet sekundarnich ¢astic uvolnénych z dopadu
zalezi pfevazné na energii a rychlosti pfichozich iontl. Fotonasobice v detektorech
jsou schopny generovat z dopadajicich iontl elektricky proud, ktery je umérny jejich
mnozstvi (Hofman & Stroobant, 2007, Ekman et al., 2009).

2.6 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemovy hmotnostni spektrometr je pfistroj skladajici se z vice nez
jednoho analyzatoru, a proto maze byt pouzit pro strukturni a sekvencéni analyzy.
Méfeni fragmentarnich spekter (MSn) mulzeme rozdélit na dvé faze. lonty
selektovany prvnim analyzatorem jsou fragmentovany a v dalSim analyzatoru
dochazi k selekci a identifikaci téchto fragmenta.

Tandemova hmotnostni spektrometrie je rozdélena na dvé hlavni skupiny:
Landem-in-space* a ,tandem-in-time“. ,Tandem-in-space“ hmotnostni spektrometr
se sklada z iontového zdroje, zafizeni pro aktivaci prekurzorového iontu a alespon
ze dvou hmotnostnich analyzatord. V prvnim analyzatoru se vyberou prekurzorové
ionty v uzkém rozmezi hodnot m/z. Izolované ionty vstoupi do aktivaéniho zafizeni
(kolizni cela naplnéna plynem) a dochazi k jejich fragmentaci. Vytvofené fragmenty
vstupuji do druhého hmotnostniho analyzatoru, kde jsou analyzovany (MS?).
,Tandem-in-time“ vytvofené ionty jsou v iontovém zdroji zachyceny, fragmentovany a
separovany podle m/z vjednom analyzatoru. Vtomto pfipadé se vyuziva
analyzatoru na bazi pasti, kde ionty pretrvavaji delSi dobu, a proto je mozné
provadét analyzu iontd nékolikrat za sebou (Hofman & Stroobant, 2007, Ekman et al.
2009).
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2.6.1 Trojity kvadrupdl (QgQ)

Trojity kvadrupdl je typem tandemového hmotnostniho spektrometru, ktery
obsahuije tfi paralelné uspofadané kvadrupdélové analyzatory (obr. 8). V reziimu MRM
(,multiple reaction monitoring®, sledovani produktu rozpadu molekularniho iontu),
ktery byl pouzit pro analyzu v praktické ¢asti prace, slouzi prvni kvadrupdl Q1 jako
filtr a vybira specificky prekurzorovy ion podle zadané hodnoty m/z. Vybrany
prekurzorovy ion postupuje dale do druhého ,hybridniho* kvadrupélu Q2
oznacovaneého jako kolizni cela, ve které se tvofi fragmenty z vybraného iontu po
srazce s koliznim plynem a velikost fragmentd je dana kolizni energii. Treti
kvadrupdl Q3 funguje stejné jako Q1, tedy jako filtr a izoluje vybrany ion vytvofeny
v kolizni cele, ktery dale putuje do detektoru. Vyhodou MRM mddu je vysoka citlivost
a specifita pro méfeni latek (napf. metabolitd).

Trojity kvadrupdl se €asto vyuziva v kombinaci s kapalinovou chromatografii
(LC), pro kvantitativni analyzu latek s nizkou koncentraci v komplexnich smésich
(Hofman & Stroobant, 2007, Ekman et al. 2009).

Q1 Q2 Q3

——— e
] @

@, °| 0t I 2
09 0 6 0_’ 000 § —_— §
‘e :I NS I E
—_— —_——

MS1 FRAGMENTACE MS2

Obr. 8: Schéma trojitého kvadrupdlu (upraveno podle Boja & Rodriguez, 2011).
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3 Kapalinova chromatografie

3.1 Uvod

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC) se pouziva jako analyticky
nastroj k separaci sloZitych smési. HPLC se sklada ze zasobniku mobilni faze,
z pumpy, ktera pohybuje mobilni fazi a vzorkem v celém systému, autosampleru
nebo vstfikovaCe pro zavadéni vzork(, analytické kolony, na které se separuji
slou€eniny a detektoru. Uspofadani fazi u HPLC muze byt bud normalni nebo
reverzni (tab. 2) (Snyder et al., 2010).

Dulezitym bodem ve vyvoji kapalinové chromatografie je vznik ultra vysoce
ucinné kapalinové chromatografie (Ultra-High Performance Liquid Chromatography,
UHPLC). UHPLC vyuziva chromatografické kolony, jejichz ¢astice jsou mensi nez 2
pm. Tyto kolony jsou schopné pracovat pod vysokym tlakem, coZz umozriuje rychlou
separaci s vysokou ucinnosti za sou¢asného zkraceni doby analyzy (Varma et al.,
2011).

Tab 2.: Charakteristiky fazi pro separaci na zakladé polarity.

Méd separace Stacionarni faze Mobilni faze
Normalni faze Polarni Nepolarni
Reverzni faze Nepolarni Polarni

3.2 Separace na zakladé polarity

V molekulach jsou specificky uspofadany urcité skupiny atoma tzv. funkéni
skupiny, které jsou zodpovédné za jejich specifické vlastnosti, pfedvidatelné
chemické reakce a urcuji, zda je molekula polarni nebo nepolarni (obr. 9). Organické
molekuly jsou sefazeny do tfid podle prevazujicich funk&nich skupin, které kazda
molekula obsahuje. PFi pouZiti separacniho reZzimu na zakladé polarity je relativni
chromatograficka retence ruznych druhl molekul uréena pfevazné povahou a

umisténim téchto funknich skupin (Braithwaite & Smith, 1999).
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Obr 9.. Rozdéleni molekul podle jejich relativni retence do fady
chromatografické polarity od vysoce polarni az po vysoce nepolarni (upraveno podle
http://lwww.waters.com/waters/nav.htm?cid=10049076&locale=en_CZ, 3. 4. 2013)

Tyto vlastnosti jsou proto zakladem pro chromatografickou separaci
zalozenou na polarité.

Molekuly mobilni faze, které soutézi s molekulami analytu o mista na
stacionarni fazi, vytésnuji analyt, ktery poté projde rychleji kolonou . Neustale pfitom
dochazi k poruSovani a zaroven ustanoveni rovnovahy interakci analytu mezi
mobilni a stacionarni fazi, tato rovnovaha je charakterizovana rozdélovacim
koeficientem. Voda je na polarni strané stupnice mobilnich fazi a rozpoustédel (obr.

10), pfi€emz hexan je u nepolarniho konce (Snyder et al., 2009, Alpert, 1990).

Polarni molekuly Nepolarni molekul
» e

\"
>
~

g >

\
)

-y

'Mobilni faze
Voda MAlkohol | Acetonitril

THF Hexan

Obr. 10:. Rozdéleni mobilnich fazi podle polarity od vysoce polarni az po
vysoce nepolarni (upraveno podle
http://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=10049076&locale=en_CZ, 3. 4. 2013).
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3.3 HPLC s normalni fazi

Normalni faze HPLC znamena, Ze stacionarni faze je tvofena polarnimi
funkénimi skupinami, zatimco mobilni faze je nepolarni nebo malo polarni
rozpoustédlo. Bézné se pouziva polarni stacionarni faze nebo kolona z kulicek
silikagelu. Silikagel je relativné nejvice polarni slou€enina ve srovnani se vSemi
ostatnimi vyplhovymi materialy (napf. octadecylsilylova). Mezi pfiklady mobilnich fazi
v normalnim uspofadani patfi napf. hexan, dichlormethan, chloroform, diethylether,
a isopropylalkohol. VétSina rozpoustédel pouzivanych jako mobilni faze je
nemisitelnych s vodou a je malo polarni. Ve vétSiné pfipadl se pouziva smésnych
mobilnich fazi, aby se dosahlo lepSi separace slouc€enin. V uspofadani normalnich
fazi se budou nepolarni slou€eniny eluovat z kolony rychleji nez polarni slou€eniny
(obr. 11) (Martin et al., 2003).

Stacionarni faze je POLARNI

. — . . _’Mobilnifézeje
f 4 s oy NEPOLARNI

Vzorek

Obr. 11: Obrazek predstavuje normalni fazi pfi chromatografické separaci
smési se tfemi analyty. Polarni stacionarni faze nejsilngji zadrzuje polarni Zluty
analyt. Nepolarni modry analyt se eluuje jako prvni diky nepolarnimu rozpoustédiu
(upraveno podle
http://lwww.waters.com/waters/nav.htm?cid=10049076&locale=en_CZ, 3. 4. 2013).

3.3.1 Hydrophilic-Interaction Chromatography (HILIC)

HILIC Ize povaZovat za variantu normaini faze, u které dochazi k hydrofilni
interakci mezi mobilni fazi a polarni stacionarni fazi. Mobilni faze pfi normalnim
usporadani je 100% organicka a jsou pfitomny jsou pouze stopy vody. Pfidanim
vody do organické mobilni faze (napf. acetonitril) umozZiuje separaci a eluci
polarnich slouc€enin, které jsou zachycené na polarni stacionarni fazi. Voda tedy jako
silné polarni rozpoustédlo soutézi s polarnimi analyty na koloné. Polarni slou€eniny,
které jsou nejprve pfitahovany k polarni stacionarni fazi, jsou eluovany se zvysujici

se polaritou mobilni faze (Boersema et al., 2008).
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3.4 HPLC s reverzni fazi

Princip reverzni faze je opacny k normalnimu systému fazi, tedy stacionarni
faze je tvofena nepolarnim materidlem a mobilni faze je polarni. BéZné pouzivanym
materialem v ramci kolon reverznich fazi je silikagel spojeny napf. s uhlikovym
fetézcem o délce 18 atomu (C18). Existuji i jiné kolony se stfedni polaritou, jako C8
a s kyano skupinami. Kolony obsahujici kyano skupiny mohou byt pouzity v normalni
i reverzni fazi. Mobilni faze pro reverzni systém se obvykle sklada z pufr, methanolu,
acetonitrilu a isopropanolu. U reverzni faze HPLC jsou nepolarni slouceniny

zadrzovany na koloné déle nez polarni slou¢eniny (obr. 12) (Coward et al, 1996).

Stacionarni faze je NEPOLARNI

S R S . e ——— Mobilni faze je

_’ r "4
. l POLARNI
f‘ "

Vzorek

Obr. 12: Nejvice zadrzovanou slou¢eninou je vice nepolarni modry analyt a jeho
interakce s nepolarni kolonou je nejvétsi. Polarni Zluty analyt je zadrZzovan slabég,
prochazi pfes kolonu nejrychleji a je eluovano vodnym roztokem rozpoustédla jako
prvni (upraveno podle
http://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=10049076&locale=en_CZ, 3. 4. 2013).

V dnesni dobé se pouziva usporadani reverznich fazi pfiblizné v 75% HPLC
metod, predevSim diky reprodukovatelnosti a Sirokému poziti. VétSina z protokolu
s reverzni fazi pouziva jako rozpoustédlo vodu v kombinaci s polarnim organickym
rozpoustédlem, napf. acetonitrii nebo methanol. Kolona obsahujici modifikovany
silikagel oktadekanovymi residui je jednim z nejpouzivangjSich typl reverzni faze u
HPLC (Matrtin et al., 2003).
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3.5 ELUCE

Eluéni chromatografie se provadi bud v izokratickém nebo gradientovém

rezimu.

3.5.1 Izokraticka eluce

SloZeni mobilni faze se neméni po celou dobu potfebnou k tomu, aby se
vzorek vyeluoval z kolony. Ve vétSiné pfipadu je izokraticka separace dobfe

pfizpusobitelna individualnim aplikacim nebo vzorkim.

3.5.2 Gradientova eluce

PFi gradientové eluci dochazi ke zméné ve slozeni mobilni faze bé&hem
separace. Gradientova eluce je vhodnéjsi pro separaci slozitych smési a Casto s
krat§i dobou analyzy. Mnozstvi analyti, které mohou byt separovany je vétsi a

rozliSeni pikl je také lepSi oproti izokratické eluci (MacNair et al., 1999).
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4 Metabolomika

4.1 Uvod

Metabolomika je védni obor, ktery zahrnuje identifikaci a kvantifikaci
metabolitd v cilovém organismu s vyuZitim sofistikovanych analytickych technologii.
Tento pfistup umoznuje zkoumat rozdily v celkovych metabolickych profilech, a je
mozné timto pfistupem detekovat komplexni biologické zmény (Roessner & Bowne,

2009).

4.2 Metabolom

Metabolom je soubor organickych molekul o malé molekulové hmotnosti
(metabolitt) v daném biologickém vzorku. Molekuly, které tvofi metabolom se
nazyvaji metabolity (Roux et al., 2011).

Komplexni analyza metabolomu je dulezitéd rozsahlych studii DNA sekvenci
(genomu), RNA (transkriptomu) a proteinu (proteomu), (obr. 13) (Tomita & Nishioka,
2005).

Genomika <

Transkriptomika

w

-

Proteiny

. 3

w
p—_—
|

Proteomika ]

. 9

-

&
w

Metabolomika

Obr. 13: Pfehled ,omickych® véd (upraveno 8. 3. 2013 podle

http://www.sciencebasedmedicine.org/index.php/woo-omics/ ).
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Metabolity mohou byt definovany jako vSechny organické molekuly pfirozené
se vyskytujici v metabolismu organismu, ale nejsou pfimymi produkty genetické
exprese. Metabolity muzeme rozliSit na dvé skupiny podle jejich plivodu: endogenni
a exogeni metabolity.

Mezi endogenni metabolity patfi primarni a sekundarni metabolity. Primarni
metabolity se ucCastni velkého mnozZstvi reakci, jsou zapojeny do zakladnich
zivotnich procest jako jsou rast, vyvoj a reprodukce. Pfikladem mohou byt
aminokyseliny nebo meziprodukty glykolyzy. Naopak sekundarni metabolity jsou
druhové specifické, maji omezenou distribuci a jsou syntetizovany pro konkrétni
biologickou funkci jako jsou alkaloidy u rostlin nebo hormony u savcu.

Exogenni metabolity pfedstavuji produkty metabolismu exogennich
sloucenin, které vznikaji modifikaci plvodni molekuly nebo pfi enzymatické konverzi
Tyto latky jsou vylu€ovany do okoli napf. extracelularni tekutinou nebo do ristového
média (Roux et al., 2011).

4.3 Metody studia metabolomu

e Cilena metabolomika
Kvalitativni a kvantitativni analyza vybranych metabolitd
souvisejicich s konkrétni metabolickou reakci. Vyhodou této
metody je vysoka citlivost. Jednou z metod cilené analyzy je
metabolické profilovani (Fiehn, 2002, Ellis et al.,, 2007, Dunn &
Ellis, 2005).

¢ Necilena metabolomika
Necilena metabolomika se zaméfuje na detekci vSech skupin
metabolitd. Obecné plati, Ze necilena metabolomika ma za ukol
urcit znaky, které se méni mezi dvéma a vice vzorky ve skupiné
(Tautenhahn et al., 2012).
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¢ Metabolicky footprinting
Analyza extracelularnich metabolitd, které jsou vylu€ovany
organismy napf. do rustového média (Fiehn, 2002, Ellis et al.,
2007).

o Metabolicky fingerprinting
Rychla, komplexni analyza vzorku bez identifikace a kvantifikace
jednotlivych metabolitll. Metoda porovnava a klasifikuje vzorky
metabolitd nebo ,fingerprinty“, které se méni v reakci na hemoc
nebo vystaveni toxinu. NejCastéji se pouziva hmotnostni
spektrometrie nebo nuklearni magneticka rezonance (Dettmer &
Hammock, 2004, Dunn & Ellis, 2005).
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5 Cysticka fibréza

5.1 Uvod

Cysticka fibroza (CF) dfive zvana jako mukoviscidoza je genetické
onemocnéni, které postihuje pfedev8im dychaci a travici soustavu a vyskytuje se
pfevazné u kavkazské poluce (u Cernochl a asiatl se vyskytuje minimalng). Toto
smrtelné autosomalné recesivni onemocnéni je zpusobeno mutaci obou CFTR alel,
tudiz pacient s CF je homozygot (Drumm et al., 2005). Proteinovy produkt CFTR
genu - chloridovy kanal, je pfi mutaci defektni a zpusobuje abnormalni obsah
elektrolytl v potu, nedostatecnou funkci slinivky, produkci hustého hlenu, pali¢kovité
prsty, u muzl azoospermii (nepfitomnost spermii v ejakulatu) a u zen snizenou
plodnost. U pacientl s cystickou fibrézou dochazi ¢€asto k zanétim dychaciho
ustroji, tyto zanéty mohou byt i trvalé a nejCastéji jsou zpusobeny bakterii
Pseudomonas aeruginosa (Davies, 2002).

Po druhé svétové valce umirala vétSina déti na CF v kojeneckém véku, dnes
se 50% nemocnych doziva véku prfes 30 let. | pfes ocividné zvySeni véku pacientl
patfi cysticka fibor6za mezi smrtelnd onemocnéni a terminalni stadium je feSitelné
pouze plicni transplantaci (O’Sullivan & Freedman, 2009).

V dnesdni dobé je popsano vice nez 1500 mutaci genu CFTR (O’Sullivan &
vede ke ztaté phenylalaninu na pozici 508 proteinu — mutace F508. Mutace jsou
Casto populaéné specifické a/nebo se vyskytuji ve vy8§i mife v populaénich Ci

nabozenskych skupinach (Maurya et al., 2011, Muntau, 2009, Vavrova, 2006).

5.2 Incidence

Cysticka fibréza postihuje stejné muZi i Zeny a vyskytuje se u jednoho z 2700

- 3800 narozenych déti. Pfi sougasné porodnosti v Ceské republice z dat vyplyva, ze

kazdy rok se narodi 33 déti s CF. V CR je pfiblizné 500 pacientt s CF a kazdy 26. —

33. jedinec v kavkazské populaci je zdravym nosi¢em mutace genu CFTR (pfiblizné

4%). Nemoc se vyskytuje nejCastéji v Evropé a v USA, u mimo evropskych populaci
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je incidence vyrazné nizsi: hispanska populace 1 : 9000, asijska 1 : 32000 a africko-
americka populace 1 : 15000 (Muntau, 2009, Vavrova, 2006, Griesenbach et al.,
1999, Ratjen & Doring, 2003).

5.3 CFTRgen

Cysticka fibr6za je zpusobena mutaci genu CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator), jez byl poprvé identifikovan v roce 1989.
Gen CFTR (obr. 14) je lokalizovan na dlouhém raménku 7. chromozomu na pozici
g31.2, sklada se z 27 exond, jeho velikost je 230 000 parl bazi. Tento gen koduje
polypeptid CFTR o délce 1480 aminokyselin, ktery funguje jako chloridovy kanal
v epitelialni membrané dychacich cest, potnich zlazach a slinivky (Maurya et al.,
2011, Noone & Knowles, 2001, Balas€akova et al., 2008, Sheppard & Welsh, 1999).

| | | | Chromozom 7

S e

B CrTR gen (230kb)

2

Obr. 14: Lokalizace CFTR genu (upraveno podle Maurya et al., 2011)

5.3.1 Mutace genu CFTR

Mutace CFTR genu maji za nasledek abnormality v epitelidlnim transportu
iontd a molekul. V zavislosti na stupni zavaznosti se mize defekt CFTR rozdélit
na ,mirny“ a ,t8zky“. Mezi nejCastéjsi mutace ,tézkého typu“ patfi nesmysiné mutace
(nonsense), posuny ¢teciho ramce (frameshift) nebo sestfihové mutace (splicing).
Tyto mutace vedou k tvorbé nefunkéniho proteinu CFTR, coz ma souvislost
s pankreatickou nedostateCnosti a se zavaznosti plicniho onemocnéni. ,Mirné"
mutace produkuji ¢aste¢né funkéni CFTR proteiny v apikalni membrané a jsou
obvykle spojeny s pankreatickou sobéstacnosti a mirn&jsSi formou onemocnéni plic
(Noone & Knowles, 2001, BalaSCakova et al., 2008, Griesenbach et al., 1999,

Reeves et al., 2012, Vavrova, 2006).
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Mutace genu CFTR se obecné déli na ty, které méni strukturu CFTR proteinu
béhem jeho tvorby (Tfidy I, Il, V) a na ty, které ovliviuji funkci proteinu (Tfidy IlI, 1V,
VI) (obr. 15).

Do tfidy | patfi mutace s poSkozenim nebo uplnou ztratou syntézy proteinu.
Mutace Il zahrnuje chyby v posttranslacnich upravach (do této skupiny patfi i mutace
F508). Trida Il je charakteristicka snizenou odpovédi chloridového kanalu
na aktivaci cAMP. U skupiny IV dochazi ke zméné iontové selektivity nebo vodivosti
iontového kanalu. U tfidy V se vytvafi CFTR se snizenym stupném funkcénosti.
Posledni skupina mutaci je spojena se ztratou regulacni funkce dalSich iontovych
kanall jako sodikovy kanal ENaC (epithelial sodium channels) a tato ztrata regulaéni
aktivity maze vyrazné ovlivnit pribéh cystické fibrézy (Noone & Knowles, 2001,
Balasc¢akova et al., 2008, Griesenbach et al., 1999, Reeves et al., 2012, Vavrova,
2006).

ENaC

porucha aktivace cftr

ztrata regulace dalsich

iontovveh kanali

snizeny priichod
ionti CEFIR

abnormalni Oprayvy

- tvorba defektniho

stifena tvorba

liida V) omilniho CETR

Obr. 15: Tfidy mutaci genu CFTR (upraveno podle Reeves et al., 2012).

-33-



NH,

5.4 CFTR protein

5.4.1Struktura

CFTR je integralni membranovy protein (obr. 16) o velikosti 1480
aminokyselin, patfici do velké skupiny ATP-vazebnych transportéra (ABC
transportéry), které vyzaduji energii z hydrolyzy ATP k aktivnimu transportu malych
molekul pfes buné&énou membranu. CFTR jako jediny &len z této tfidy funguje jako

iontovy kanal.

MsD1 MED2
NS

Obr. 16: Protein CFTR integrovany v membrané (upraveno podle Sheppard &
Welsh, 1999)

Zatimco se vétSina ABC transportéra sklada ze ¢tyf domén, CFTR jako jediny
obsahuje celkem 5 domén (navic ma regulatni doménu), (obr. 17): dvé
transmembranové domény (MSD), dvé nukleotid-vazebné domény (NBD) a jedna
regulani doména, ktera reguluje pohyb chloridovych iontd pfes membranu diky
navazani nebo odtrzeni fosfatové skupiny (Hanrahan et al.,, 2013, Rogan et al.,
2011, Hunt et al.,, 2013, Riordan, 1993, Sheppard & Welsh, 1999, Rowe et al.,
2005).

MSD1 NDB1 R doména M5D2 NDB2

COOH

Obr. 17: Rozvinuta struktura proteinu CFTR (upraveno podle Maurya et al., 2011).
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CFTR protein se vdychacich cestach nachazi na apikalni membrané
submukoznich Zlazek, ovdem v potnich Zlazach se nachazi na apikalni i na bazalni
Casti sekretorickych bunék (Vavrova, 2006, Maurya et al., 2011, Muntau, 2009).

5.4.2 Funkce CFTR proteinu

Chloridovy transportni kanal CFTR se nachazi v apikalni plazmatické
membrané a pro fungovani vyZaduje interakci mezi vice doménami. K otevieni
kanalu je tfeba fosforylace serinovych rezidui na mnoha mistech R domény cAMP-
dependentni fosfokinasou A (PKA). Jakmile je R doména fosforylovana, je
prichodnost kanalu regulovana cykly ATP hydrolyzy na doménach NBD, které jsou
konformacné aktivni a umoznuji otevirani a zavirani kanalu vertikalnim posunem R
domeény. Nakonec proteinové fosfatasy defosforyluji doménu R a vrati kanal do jeho
klidového stavu (Vavrova, 2006, Maurya et al., 2011, Muntau, 2009, Hanrahan et al.,
2013, Rogan et al.,, 2011, Hunt et al., 2013, Riordan, 1993, Sheppard & Welsh,
1999, Rowe et al., 2005).

= Plice

Dychaci cesty jsou pokryty tenkou vrstvou (~ 3 mm) roztoku (airway surface
liquid — ASL) skladajici se z periciliarni tekutiny (tekutina, ve které kmitaji fasinky) a
tenké vrstvy hlenu (Reeves et al., 2012). ASL zachycuje bakterie a cizi Castice,
zatimco Fasinky svym pohybem odstrariuji ¢astice ven z plic smérem k ustim =
mukociliarni clearance (MCC) podporovany kaselem, disti dychaci cesty
mechanicky. Proces MCC je velmi dllezity obranny mechanismus, ktery brani plice
pred infekci. Plice u zdravého Clovéka jsou sterilni a tato sterilita je udrzovana
komplikovanym obrannym mechanismem, navzdory neustalé pfitomnosti virl a
bakterii ve vzduchu, ktery dychame (Wine, 1999, Reeves et al., 2012).

U cystické fibrozy plice ztraceji schopnost udrzet sterilni povrch a jsou
postupné zni¢eny bakterialni infekci (Wine, 1999, Donaldson et al., 2006). Buriky plic
obsahuji ve své membrané (na strané dychacich cest) kanaly pro transport iontd.
(obr. 18). Jeden z kanall transportuje sodné ionty do bunky, zatimco protein CFTR
transportuje CI'ven z buriky do hlenu pokryvajiciho povrch dychacich cest. Spole¢né
s iontovou pumpou, ktera se vyskytuje na protéjsi strané membrany, vede chod
obou kanalu ke zvySeni chloridovych iontG v hlenu a vytvafi se tak iontovy gradient
(vySsi koncentrace smérem ven z buriky). Aby se koncentrace vyrovnaly, dochazi
k transportu vody, ktera udrzuje hlen zvlihéeny. U pacientd s cystickou fibrézou je

chloridovy kanal nefunk&ni, coZz znamena, Ze chloridové ionty nemohou byt
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prenasSeny do hlenu, tim padem nevznika zadny koncentracni gradient, nedochazi
k transportu vody na povrch a pokryvajici hlen je vysuSeny a hustsi (Vavrova, 2006,
Wine, 1999, Reeves et al., 2012, Donaldson et al., 2006).

Dych. cesty Dych. cesty pacienta s
zdravého ¢lovéka cystickou fibrézou

Vrstva
hlenu
ASL{

PCL

Nat S H0

Na* CI" n,0

‘k. | iontova

Na* puma Na* puma

J!. | iontova

(a)

Obr. 18: Dychaci cesty zdravého jedince a pacienta s CF (upraveno podle Reeves
et al., 2012).

= Potni Zlazy

Potni Zlazy wvylu€uji pfedevSim slanou vodu pomoci dvou paralelnich
mechanismu. Hlavni sekre¢ni draha neni zavisla na fungovani CFTR kanalu, takze
mnozstvi potu u CF je normalni. Nicméné, reabsorpce soli z potu je vyrazné
abnormalni u pacientd s cystickou fibrézou. Za normalnich podminek se primarni pot
pohybuje podél potniho kanalku a dochazi ke vstiebani vétsiny Na* a CI. Epitel
potnich kanalki ma neobvykle vysokou vodivost pro ionty a pfedpoklada se, ze ma
malou propustnost pro vodu, coz umoziiuje vstiebavani prebyteéné soli z vody. To
ma za nasledek produkci zfedéné potu, takze se C¢lovék muze ochlazovat
odparovanim vody z povrchu kiize bez ztraty nepfimérené mnozstvi soli.

U potnich kanalkd pacientll s CF téméf nedochazi k pfenosu CI zpét

do burky, jelikoz CFTR kanal je jedinou cestou pro transport CI. Dochazi také
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ke zpomaleni transportu sodnych iontd, protoze CFTR kanal ovliviiuje aktivitu ENaC
kanalu v potnich kanalcich.

Vysledkem je, ze velmi malo NaCl se vstfebava, a proto pot u CF pacientt
obsahuje vysoké mnoZstvi soli. Koncentrace soli je tak vysoka (> 100 mM vs. typické
hodnoty 20 nebo 30 mm u zdravych jedincl), Zze koncentrace chloridd v potu je

Mickle et al., 1998, Quinton, 2007).

= Slinivka bfiSni (Pancreas)

CFTR kanaly funguji ve slinivce bfiSni jako transportéry chloridovych a
hydrogenuhli¢itanovych iontd do lumen pankreatickych kanalk(l. Regulovany tok
iontd udrzuje odpovidajici objem a pH sekretu, aby bylo umoznéno bézné fungovani
slinivky. PFi  dysfunkci CFTR se zhorSuje sekrece chloridovych a
hydrogenuhli¢itanovych iontl a to vede ke snizeni objemu vice kyselého sekretu.
Tento jev zplsobuje neprichodnost pankreatickych kanalkud, nasledné poskozeni a
odumirani slinivky. Navic, akumulace hlenu zabranuje pohybu travicich enzyma do
dvanactniku, coz vede k poruSe vstfebavani tukd, vitamind rozpustnych v tucich a
podvyzivé (Rosenstein & Zeitlin, 1998, Walkowiak et al., 2008, Taylor & Aswani,
2002).

5.5 Priznaky cystické fibrézy

o Obecné (v jakémkoliv véku)
e Cysticka fibréza v rodinné anamnéze
e Slany pot na klzi
o Pali¢kovité prsty
e Pfivykaslavani pfitomnost sekretu

¢ Pseudomonas aeruginosa izolovana ze sekretu dychacich cest

o Novorozenci
e Nepruchodnost stieva
e Vlekla Zloutenka

e Kalcifikace (zvapenaténi) bfiSniho svalu

o Rané détstvi
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e Trvalé infiltraty na rentgenu hrudniku

¢ Neprospivani

e Otok celého téla nebo snizena hladina krevnich bilkovin
(hypoproteinémie)

e Chronicky prijem

o Roztazeni stény bfisni

e Porucha tvorby a sekrece zlu€i (cholestaza)

¢ Infekce zpUusobena patogenem Staphylococcus aureus

e ZvySeni nitrolebniho tlaku (nedostatek vitaminu A)

e Rozpad €ervenych krvinek (hemolyticka anemie, nedostatek vitaminu
E zplsobuje anemii zvySenim kfehkosti a snizenim zivotaschopnost

¢ervenych krvinek)

o Deétstvi
e Zanét vSech vedlejSich nosnich dutin
¢ Nadmérné mnozstvi tuku ve stolici (steatorea)
o Vyhfez konec&niku (rektalni prolaps)
e Ucpani stifeva zahusténym obsahem nebo vchlipeni stieva
e Zanéty slinivky

¢ Nemoci jater

o Puberta a dospélost
e Alergie na houbu z rodu Aspergilus (aspergiléza)
e Zanét vSech vedlejSich nosnich dutin nebo vychlipeni sliznice
vedlejSich nosnich dutin do nosni dutiny (nosni polypéza)
e Abnormalné rozSifené pradusky
e Vykaslavani krve
e Zanéty slinivky
e Opozdéna puberta

e Azoospermie

(O’Sullivan & Freedman, 2009)
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5.6 Diagnéza

Obecné se diagnéza CF provadi u pacientu s klinickymi pfiznaky nemoci.
Klinické podezfeni se potvrdi potnim testem a naslednym molekularné-genetickym
U cystické fibrézy je obsah chloridl vy$Si nez 60 mmol/l, za hraniéni hodnoty se
povazuji hodnoty mezi 30 — 60 mmol/l. Pfi pozitivnim vysledku se test opakuje
apokud stale zUstava klinické podezfeni na CF, test se opakuje i pfi negativnim
vysledku. Mezi dalSi diagnostické metody patfi vySetfeni funkce slinivky,
bakteriologické vySetfeni a novorozenecky screening. V Ceské republice je
v zakladnim novorozeneckém screeningu zahrnuto celkem 13 onemocnéni.
VySetieni se provadi ze suché kapky krve a tento test musi podstoupit kazdy
novorozenec narozeny v Ceské republice (Holubova et al., 2007). Cysticka fibréza
byla do seznamu chorob pfidana v fijnu roku 2009 a jeji stanoveni se provadi
meéfenim imunoreaktivniho trypsinogenu (IRT) z krevnich skvrn novorozencu. Velmi
vysoké koncentrace IRT naznaduji poskozeni slinivky spojené s CF ale v malém
procentu pfipadl zvySena koncentrace IRT nemusi souviset s cystickou fibrézou
(test pro ni neni specificky). Pro pacienty se zvySenou hladinou IRT se v druhém
kole vySetfuje gen pro CF (O’Sullivan & Freedman, 2009, Muntau, 2009, Rosenstein

& Zeitlin, 1998, http://www.cfklub.cz/Novorozenecky-screening).

5.7 Terapie

V souCasné dobé je cysticka fibroza |éCena, avSak zatim patfi mezi
nevylécitelna onemocnéni. VEasna diagnéza CF spolu s komplexnim |é€ebnym
planem mulze vyrazné zlepSit kvalitu zivota pacientd. Podstata lécby spociva
zejména ve zmirnéni obtizi, které cystickd fibroza vyvolava. Hlavni cile
symptomatické 1écby CF jsou:

- Prevence a kontrola plicnich infekci

- Uvolnéni a odstranéni silného, lepkavého hlenu z plic
- Lécba nebo prevence ucpani stiev

- Poskytovani dostatecné vyzivy

- Prevence dehydratace (nedostatek tekutin v téle)

(Muntau, 2009, O’Sullivan & Freedman, 2009)
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5.7.1 Lécba respira€nich priznak

Hlavnimi prvky Ié¢by plicnich problém( u lidi s CF je pohybova fyzioterapie,
dechové cviCeni a Iéky. Cvieni slouzi k uvolnéni a odstranéni hlenu, zbaveni se
necistot a baktérii v plicich a tim zlep$eni dechového objemu.

K inhalagni l1é¢bé se vyuziva roztoku kuchyriské soli o (0,9-3%, v nékterych
pfipadech az 7%), ktery napomaha rozpusténi sekretu. Nékdy se pfidavaji i latky
rozSifujici pradusky (bronchodilatancia) uvolfiujici neprichodnost, coz napomaha
lepSimu odstranovani hlenu. Mezi dalSi inhalované latky patfi antibiotika
(tobramycin, amikacin), které potlacuji infekci v plicich nebo inhalace DNasy, jelikoz
v hlenu je vysoka koncentrace DNA zrozpadlych leukocytl. DNasa se vyuziva
k odstranéni vysoce viskézniho a elastického hlenu z plic (Muntau, 2009).

Pfi protizanétlivé terapii se podavaji kortikosteroidy a v nékterych pfipadech i
ibuprofen ve vysokych davkach (O’Sullivan & Freedman, 2009). Antibioticka terapie
se vyuziva prfedevsim k prevenci a lé¢bé plicnich infekci. Antibiotika mohou byt
peroralni a 1éCi se s nimi hlavné mirn&jsSi formy infekce. Inhalacni antibiotika se
podavaji pro prevenci a kontrolu infekci zpasobenych bakteriemi rodu Pseudomonas
a u Castych nebo tézce lécitelnych infekci se vyuzivaji antibiotika intravendzni
podavana pifedevSim v nemocnici. Antibioticka terapie je ¢asto kombinovana
s protizanétlivou terapii (Muntau, 2009, O’Sullivan & Freedman, 2009,
http://www.cfklub.cz/admin/files/File/01-Prirucka-o-vyzive-u-nemocnych-CF.pdf).

5.7.2 Lécba zazivacich obtizi

Cysticka fibréza zplisobuje mnoho problému se zazivanim jako objemné stolice,
otok bficha, tézké zacpy nebo plynatost. Zazivaci problémy mohou vést
ke Spatnému rustu a Spatnému vyvoje u déti, a proto je cilem léCby dostatecné
prospivani, dobry rust a v€asny pubertalni vyvoj.

Strava u pacientd s CF by méla byt vysokokaloricka — 130-150 % normalni
potfeby zdravého jedince. Déle se zvySuje pfisun tukd a vitaminovymi dopliky se
nahrazuji v tucich rozpustné vitaminy (A, D, E, K), jelikoz u CF je pozorovan
nedostatek téchto vitamina v téle.

Cysticka fibroza zpusobuje pankreatickou nedostatecnost = enzymy ze slinivky
se nedostanou do tenkého stfeva, aby mohly travit potravu, proto je potrava z téla
vylou€ena objemnou stolici, kterd ovSem obsahuje velké mnozstvi tuku. Proto je

nutné pfed kazdym jidlem uzivat enzymatické pfipravky (Muntau, 2009, O’Sullivan &
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Freedman, 2009, http://www.cfklub.cz/admin/files/File/01-Prirucka-o-vyzive-u-
nemocnych-CF.pdf).

5.7.3 Transplantace plic

Transplantace plic je konena terapeuticka alternativa pro pacienty
s terminalnim onemocnénim plic. Transplantace potencialné prodlouzi a vyrazné
zlepsi kvalitu Zivota u fadné vybranych pacientd. Opatrny pfistup vybéru vhodnych
pacientd pro transplantaci zlepSuje pomér rizika a benefitd z tohoto naroéného
chirurchického zakroku. V Evropé neni obvyklé, aby transplantaci plic podstupovaly
déti s cystickou fibrosou, pokud ovSem nemaji prognézu Zivota krat$i nez 2 roky
i pfes maximalni zdravotni IéCbu. Transplantace plic u déti do 5 let preziva méné
nez polovina pacientl, o néco malo lepSich vysledkl se dosahuje u dospélych
pacientt, kdy 50 % pfijemcu zUstava nazivu primérné 6 let po transplantaci
(Muntau, 2009, O’Sullivan & Freedman, 2009, Sanders et al., 2006).

5.7.4 Genova terapie

| pfes naklonovani CFTR genu v roce 1989 (Riordan et al., 1989) tento objev
i po 20 letech nepfinesl praktické vysledky pro pacienty s CF v oblasti genové
terapie. Pro léCbu autosomané recesivnich onemocnéni jako cysticka fibréza by
mélo byt mozné, nezavisle na tfidé mutace, vloZit jednu kopii normalné fungujici
molekuly DNA do postizené buriky a podle ni by se v bufice mél vytvofit zcela
funkéni protein. Ackoliv se tento proces jevi jednoduse, v praxi se tento postup
ukazuje byt velmi naro¢ny (O’Sullivan & Freedman, 2009, Anson et al., 2006).

Pocatecni pokusy s adenovirovymi vektory se ukazaly byt nepraktické kvdli
imunogenicité (schopnost antigent navodit imunitni odpovéd) a nizké vynosnosti
virovych vektorl pfi vkladani DNA do epitelialnich bunék. Jako dalSimi potencialnimi
vektory byly oznaceny AAV (adeno-associated viruses), které mély napravit pohyb
chloridovych iontd v nosnich epitelialnich burikach, ovSem vysledky z klinickych
pokusu nevedly k vyraznému zlepSeni spirometrickych hodnot. Existuje ale fada
nedostatkd, které brani rozvoji genoveé terapie: vhodné techniky pro doru€eni genu,
slozitost interakci mezi hostitelem a vektorem a riznéa povaha nemoci u cystickych
fibrotika (O’Sullivan & Freedman, 2009, Anson et al., 2006).

Mezi nejnovéjSi védecké pristupy jak provadét genovou terapii patfi metoda
SMaRT (spliceosome-mediated RNA trans-splicing), ktera nabizi novy pfistup
k cilovym burikam, které pfirozené exprimuji gen cystické fibrézy. Jedna z vyhod této
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metody je redukovana velikost pfenaseného genu, coz umozfiuje pouziti vétsiho
mnozstvi technologii pro doruéeni genu. Oprava genu touto metodou probiha pouze
v burikach, které maji vadnou mRNA a protein, mize tak obnovit ¢aste¢nou funkci
v bunécné kultufe a in vivo modelech stimto onemocnénim. Jako prvni o této

technice publikoval Xiaoming Liu se spolupracovniky (Liu et al., 2002).
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6 Retinoidy

6.1 Uvod

Retinoidy jsou pfirodni a syntetické latky odvozené od vitaminu A (retinol),
které se ucastni mnoha bunécnych procesl. Pfirodni retinoidy jsou zapojeny
do fyziologie zraku a morfogeneze (formovani tkani) b€hem embryonalniho vyvoje.
Retinoidy hraji také dulezitou roli pfi regulaci rastu a diferenciaci rliznych typa
normalnich a zhoubnych bunék a mohou tedy rdznymi zplsoby inhibovat proliferaci
bunék, indukovat diferenciaci a vyvolat bunénou smrt (apoptéza). Diky svym
aktivitam jsou hojné studovany jako léCiva pro proliferativni onemocnéni, zejména

rakoviny a onemocnéni kuze (Brun et al., 2012, Simoni & Tolomeo, 2001).

6.2 Fenretinid

Jednim ze syntetickych retinoidu je fenretinid (N-(4-hydroxyphenyl) retinamid,
4-HPR), konkrétné se jednd o analog all-trans kyseliny retinové, ktery vznikl
modifikaci karboxylového skupiny retinové kyseliny N-4 hydroxyfenylovou skupinou
(obr. 19). Tim vznikla latka s vy8Si efektivitou jako chemopreventivni &inidlo za
sou€asného sniZeni toxicity v porovnani s ostatnimi retinoidy. Fenretinid byl a
v souc€asnosti je zkouman jako potencialni 1éCivo pro l1é€bu rakoviny (Cazzaniga et
al., 2012), cystické fibrozy (Guilbault et al., 2009) nebo revmatoidni artritidy (Haraoui
et al., 1985). Svou cytotoxickou aktivitou projevuje také vac&i rdznym lidskym
rakovinnym bufikdm jako rakovinné buriky plic, neuroblastom (nervové buriky) nebo
gliom (mozkové bunky). Jak se ukazalo v nékolika studiich, ucinky fenretinidu zavisi
koncentraci Iéku (Cooper et al., 2011, Formelli et al., 2008, Wu et al., 2001).

O

N NN

Ir=

Obr. 19: Struktura fenretinidu
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Fenretinid byl poprvé syntetizovan ve Spojenych statech na konci 60. let
Ganderem (Gander & Gurney, 1980) a jeho biologickou aktivitu testovaly Sporn a
Newton (Sporn & Newton, 1979), ktefi mimo jiné ukazali, Ze se tento 1ék pfednostné
kumuluje v prsou a ne v jatrech. Béhem dalSich studii se ukazalo, Zze 4-HPR je méné
toxicky nez mnoho jinych retinoidd. Jeho chemopreventivni G€inky byly dokazany
ve studii zroku 1979 Moonem (Moon et al.,, 1979), kdy inhiboval chemicky
indukovany prsni karcinom u krys. Poté byly prokazany jeho chemopreventivni
ucinky proti recidivé rakoviny prsu u premenopauzalnich zen (Costa et al., 1994,
Cazzaniga et al., 2012).

Mezi hlavni identifikované metabolity fenretinidu patfi N-(4-methoxyphenyl)
retinamide (4-MPR) a aktivni 4-oxo-N-(4hydroxyphenyl)retinamide (4-oxo-4-HPR),
nedavno identifikovany metabolit s modifikaci na pozici 4 cyklohexenového kruhu. 4-
MPR se hojné vyskytuje v plasmé a in vitro je neefektivni jako inhibitor ristu témér
vSech testovanych bunécénych linii. Naproti tomu 4-oxo-4-HPR se vyznaCuje
antiproliferaénim a proapoptotickym efektem a zda se byt G&innéjSi nez 4-HPR
(Ilingworth et al., 2011). Inhibi¢ni koncentrace 1C50 4-o0x0-4-HPR byla 2-4x niZSi nez
koncentrace 4-HPR u v8ech testovanych bunéénych linii. Tento test provadél Villani
v roce 2006 (Villani et al., 2006).

Fenretinid vyvolava apoptézu primarné prostfednictvim mechanismu
nezavislého na receptoru (receptor-independent mechanism), ktery je doprovazen
zvySenim signalnich molekul, napf. ceramidy (blokuji buné&ény cyklus a podporuji
apoptézu) nebo kaspasy (spousti apoptdzu). Fenretinid také indukuje apoptézu
uvolnénim reaktivnich forem kysliku (proces nezavisly na receptor-independent
mechanism) (Wu et al., 2001).

U pacientd s cystickou fibrézou dochazi k nerovnovaze polynenasycenych
mastnych kyselin, a to snizenim hladiny kyseliny dokosahexaenova (DHA) a zvySeni
hladiny kyseliny arachidonové (AA). DHA je omega-3 mastna kyselina a jeji
6 mastna kyselina a tvofi prozanétlivé eikosanoidy: prostaglandiny a leukotrieny.
Fenretinid dokaze tyto abnormality normalizovat, snizuje prozanétlivé metabolity AA

2011, Formelli et al., 2008, Guilbault et al., 2009).
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7 Material

7.1 Biologicky material

Plasmy CFTR-knockoutovanych a WT mysi byly ziskany z McGill University

Health Centre v Montrealu.

7.2 Pristrojové vybaveni

Vortex (V-1 Plus, Biosan, Riga, Latvia), centrifuga (Rotina 420R, Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Némecko), pH metr Intelli-stirrer MSH-300i (Biosan,
Riga, Latvia), kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 RS (Dionex, Sunnyvale, CA)
tandemovy hmotnostni spektrometr QTRAP 5500 (AB Sciex, Foster City, CA, USA).

7.3 Pouzité chemikalie

Voda LC-MS (Sigma Aldrich Chemie, USA), acetonitril (LC-MS Chromasolv,
Fluka, dodala Sigma-Aldrich Chemie, Némecko), methanol (LC-MS Chromasolv,
Fluka, dodala Sigma-Aldrich Chemie, Némecko), kyselina octova (eluent additive for
LC-MS, (Chromasolv, Fluka, dodala Sigma-Aldrich Chemie, Némecko), hydroxid
amonny (225% in H20, eluent additive for LC-MS, (Chromasolv, Fluka, dodala
Sigma-Aldrich Chemie, Némecko).

7.4 Priprava mobilni faze

Mobilni faze A je roztok 20 mM-acetatu amonného o pH 9,45. K 0,5 | vody se
pfidalo 0,573 ml kyseliny octové a poté se roztok titroval hydroxidem amonnym

na pH 9,45. Jako mobilni faze B byl pouzit acetonitril.
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8 Priprava vzorkl plasmy, vzorkli kontroly kvality a

,wblanku*

Zamrazena plasma se nechala rozmrazit na ledu a poté byla zvortexovana.
Do ependorfkek se odebraly 2 pl plasmy, pfidalo se 8 pl vody a 30 pl methanolu.
Vznikla smés se 15 s vortexovala a poté byla vlozena do centrifugy (15800 g; 15
min) pfi 20°C. Ze vzniklého supernatantu bylo odebrano 40 ul do vialek s insertem.

Pro kontrolu kvality bylo ze supernatantu kazdého vzorku odebrano 7 pl,
které byly nasledné smichany dohromady do jedné vialky s insertem.

Pfiprava blanku probihala stejnym zpusobem jako pfiprava vzorkd plasmy,

ovSem misto 2 ul plasmy se odebraly 2 ul vody.

8.1 Plasma CFTR-KO mysi

MySi plasmy byly rozdéleny do 4 skupin podle genotypu a typu 1éCby (tab. 3).
Lécba fenretinidem probihala 28 dni (inhalacné) a plasma byla odebrana 4 hodiny
po posledni davce léku. V pfipadé neoSetfenych mysi se podaval 28 dni ethanol
(inhalaéné).
o Wild Type (WT)
e WT léCeny fenretinidem, odebrani plasmy
e CFTR-KO

o CFTR-KO mysi IéCené fenretinidem, odebrani plasmy

Tab 3. Rozdéleni mySi podle genotypu a typu léCby.

Genotyp Lécba Genotyp Léc¢ba
WT EtOH WT FEN
WT EtOH WT FEN
WT EtOH WT FEN
GROUP 1 il Eton GROUP 2 T FEN
WT EtOH WT FEN
WT EtOH WT FEN
WT EtOH WT FEN
WT EtOH WT FEN
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KO-Cftr  EtOH KO-Cftr FEN

KO-Cftr EtOH KO-Cftr FEN
KO-Cftr EtOH KO-Cftr FEN
GROUP 3 KO-Cftr EtOH KO-Cftr FEN
KO-Cftr EtOH GROUP 4 KO-Cftr FEN
KO-Cftr EtOH KO-Cftr FEN
KO-Cftr EtOH KO-Cftr FEN
KO-Cftr FEN
9 Metoda

Metabolity obsazené v plasmé CFTR-KO mysi byly analyzovany vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii
(HPLC-MS-MS).

Chromatograficka separace probihala na pfistroji UltiMate 3000 RS za pouZiti
aminopropylové kolony Luna (Phenomenex, CA, USA) termostatované na teplotu
25 °C (velikost Castic stacionarni faze byly 3 ym a délka kolony byla 150 mm).
Nastfik vzorku byl 10 pl.

Pro tuto metodu byla pouzita gradientova eluce o rychlosti pritoku mobilni faze
0,3 ml/min (obr. 20). Mobilni fazi A byl octan amonny (20 mmol/l; pH 9,45), mobilni
faze B byl acetonitril. Na zaatku analyzy byl pomér fazi A a B 95% a 5%. Béhem 15
minut se procento mobilni faze B postupné snizilo na 30% a za dal$i 2 minuty klesl
obsah mobilni faze B na 5% a obsah mobilni faze A tedy na 95%. V 32. minuté se
obsah mobilnich fazi vratil do pavodniho stavu za 0,1 minut (95% B, 5% A) a tento
stav trval az do konce analyzy v 37. minuté.

Pro detekci a kvantifikaci byl pouzit tandemovy hmotnostni spektrometr (QTRAP
5500 (AB Sciex, Foster City, CA, USA) s ionizaci elektrosprejem. Hmotnostni
spektrometr pracoval v rezimu MRM (multiple reaction monitoring) a jeho nastaveni

je uvedeno v tabulce 4.
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Obr 20:. Prabéh gradientové eluce v chromatografickém systému. Mobilni faze A:

20 mmol/l octan amonny (pH 9,45), mobilni faze B: acetonitril.

Tab. 4: Parametry MS/MS pouZité pfi cilené metabolomické analyze.

Parametr Hodnota Jednotka
tlak ,curtain gas® 30 psi
tlak kolizniho plynu medium psi
tlak zmlZujiciho plynu 40 psi
tlak susiciho plynu 40 psi
napéti na kapilare v iontovém zdroji +/-4500 \%
teplota zmlzujiciho plynu 400 °C
rozliSeni kvadrupdlt unit

pause time 3 ms

Metoda byla naladéna na 425 latek, konkrétné 234 v pozitivnim modu (tab. 5) a

191 v negativnim (tab. 6).
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Tab. 5: Latky v pozitivnim modu sefazené podle RT (RT - retenéni ¢as, Q1 -

rodiCovsky ion, Q3 - dcefiny ion, DP[V] - deklasteracni potencial, EP[V] - vstupni

potencial, CE[V] - kolizni energie, CXP[V] - vystupni potencial kolizni cely).

Latkas ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP
ST359 - ubiquinone 1,6 250,9 2189 76 10 19 22
ST227 - vitamin K 1,7 1726 105 191 10 27 10
ST074 - vitamin D2 1,7 3972 911 66 10 85 12
ST169 - 11-deoxycorticosterone 1,8 331,1 109 111 10 25 6
STO066 - topiramate 1,8 340,1 263,9 136 10 13 20
ST181 - cholesterol 19 387,14 105 146 10 21 10
ST399 - N-acetyltyrosine 1,9 224 135,9 26 10 25 14
ST229 - 2-aminophenol 2,1 1099 65,1 71 10 29 6
ST172 - 6-hydroxymelatonin 2,1 248,9 189,9 51 10 23 16
TKI - Nilotinib 2,2 530,41 289,1 111 10 43 24
ST144 - Gly-Gly-ethylester 2,2 161 104 26 10 15 10
STO085 - benzylamine 2,2 108 65,1 36 10 37 8
ST183 - dihydrouracil 2,3 1149 729 91 10 17 10
ST224 - nicotinamide 2,4 122,9 79,9 1 10 27 8
ST049 - N-acetylserotonin 2,5 218,9 159,9 101 10 21 14
ST216 - thymine 2,8 126,9 109,9 96 10 23 10
ST164 - thymidine 3,7 2429 126,8 61 10 17 12
ST249 - deoxyuridine 4.4 228,9 113 91 10 23 12
ST304 - 5'-methylthioadenosine 4,5 297,9 135,9 51 10 27 14
TKI - Dasatinib 4,6 488 232,1 1112 10 55 18
ST205 - deoxyadenosine 5 251,9 118,9 36 10 59 10
ST368 - 3-methoxytyramine 51 167,9 119 41 10 25 12
C18-4 51 420,6 85 98 10 57 15
C18-3 51 4226 85 98 10 57 15
C18-2 51 4243 85,1 89 10 54 15
C18-1 51 426,4 85,1 89 10 55 15
C18 51 4284 85,1 96 10 63 15
C18-10H 51 4424 851 92 10 57 15
C20-2 51 4527 85 102 10 60 15
C20-1 51 4547 85 102 10 60 15
C20 51 456,7 85 100 10 60 15
C20-D3 51 459,7 85 102 10 60 15
C22-5 51 4747 85 106 10 65 15
C22-2 51 480,7 85 106 10 65 15
C22-1 51 482,7 85 106 10 65 15
C22 51 484,7 85 106 10 65 15
C20-DC 51 486,7 85 103 10 62 15
C22-D3 51 487,7 85 106 10 65 15
C22-DC 51 514,7 85 106 10 65 15
C26-2 51 536,9 85 112 10 69 15
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Latka s ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP
C26-1 51 538,9 85 112 10 69 15
C26 51 540,9 85 112 10 69 15
C26-D3 51 5439 85 112 10 69 15
C26-DC 51 5709 85 112 10 69 15
C14-2 5,2 368,3 85,1 78 10 47 15
Cl4-1 5,2 370,3 85,1 78 10 47 15
Cl14 5,2 372,3 85,1 86 10 45 15
Cl2-DC 5,2 3743 85,1 86 10 45 15
C14-20H 5,2 384,3 85,1 81 10 49 15
C14-10H 5,2 386,3 85,1 81 10 50 15
C16:2 5,2 396,3 85,1 83 10 51 15
Cl16-1 5,2 398,3 85,1 84 10 51 15
C16 5,2 400,3 85,1 84 10 51 15
C16:2-OH 5,2 4123 85,1 86 10 53 15
C16-10H 5,2 4143 85,1 87 10 53 15
C160H 5,2 416,3 85,1 87 10 53 15
ST219 - creatinine 5,2 1139 86 46 10 15 10
C12:1 5,3 342,3 85,1 73 10 44 15
C12 5,3 3443 85,1 73 10 44 15
C10-2 5,4 312,2 85,1 67 10 40 15
C10-1 5,4 3142 85,1 68 10 40 15
C10 5,4 316,2 85,1 56 10 37 15
TKI - Imatinib 5,5 494,1  394,2 111 10 39 32
C6DC, C7OH 5,5 290,2 85,1 63 10 37 15
C9 5,5 302,2 85,1 66 10 39 15
C7-DC 5,5 304,2 85,1 66 10 39 15
C8-1 5,6 286,2 85,1 63 10 37 15
C8 5,6 288,2 85,1 66 10 33 15
STO035 - normetanephrine 5,8 183,9 134 51 10 27 10
ST189 - riboflavin 5,8 376,9 243 11 10 33 20
ST210 - adenosine 5,9 267,9 118,9 41 10 67 10
C6:1 5,9 258,2 85,1 57 10 33 15
C6 5,9 260,2 85,1 56 10 27 15
C4DC,C50H 5,9 262,2 85,1 58 10 33 15
C5:1-DC 5,9 274,1 85,1 60 10 35 15
C5DC 5,9 276,2 85,1 61 10 35 15
C5-1 6,1 2442 85,1 55 10 31 15
C5 6,1 246,2 85,1 46 10 29 15
C3DC,C40H 6,1 248,1 85,1 55 10 32 15
STx06 - Alr 6,1 216,2 84 46 10 19 10
ST153 - cytosine 6,2 111,9 94,8 96 10 27 10
ST440 - 4-Pyridoxate 6,3 184 148,2 56 10 29 12
C4:1 6,4 230,14 85,1 52 10 29 15
C4 6,4 232,2 85,1 46 10 29 15
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Latkas ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP
ST403 - 2-picolinic acid 6,5 1239 106 16 10 15 10
ST309 - g-GluCys 6,5 251 149 61 10 29 14
ST206 - adenine 6,5 1359 118)9 171 10 31 14
ST156 - pyridoxine 6,7 169,9 1339 121 10 29 12
ST041 - spermine 6,7 203,9 138 66 10 17 12
STx04 - AICAr 6,7 259,1 110 61 10 31 10
ST028 - N-acetylgalactosamine;

ST380 - N-acetylglucosamin; ST341

- N-acetylmannosamine 6,7 2219 144 51 10 21 14
ST341 - N-acetylmannosamine;

STO028 - N-acetylgalactosamine;

ST380 - N-acetylglucosamine 6,7 221,9 125,9 46 10 17 14
ST089 - metanephrine 6,7 197,9 165 36 10 25 14
C3:1 6,8 216,14 851 49 10 27 15
C3 6,8 218,1 851 46 10 29 15
C3-OH 6,8 2341 851 53 10 30 15
ST380 - N-acetylglucosamine;

ST028 - N-acetylgalactosamin;

ST341 - N-acetylmannosamine 6,9 2219 138,1 41 10 23 16
ST013 - serotonin 6,9 176,9 114,9 36 10 39 12
ST286 - cytidine 7 244 1119 31 10 27 10
ST101 - betaine 7 118 58,1 161 10 39 8
ST230 - thiamin 7,1 265,9 123 36 10 25 12
STx05 - FAICAr 7,1 287,1 138 56 10 31 12
C2 7.4 204,14 851 41 10 27 15
ST328 - pyridoxal 7,6 167,9 93,9 31 10 31 10
ST435 - Trigonelline 7,6 138 92,1 1 10 29 10
ST243 - Leu/ST242 - 1le/ST241 -

Alloile/ST009 - NorLeu 7,6 132 85,9 46 10 15 10
ST260 - guanine 7,7 152 81,9 76 10 37 10
ST179 - glucosamine 7,8 1799 84 51 10 19 10
ST046 - galactosamine 7,8 180 72 21 10 21 8
STO031 - pipecolic a. 7,8 1299 84,1 51 10 23 10
ST176 - kynurenine 7,9 208,9 93,9 56 10 21 10
ST245 - phenylalanine 8 165,9 119,9 36 10 19 12
ST042 - homocysteine 8 1359 91 136 10 33 10
ST139 - N.N-dimethylglycine/ST062

- 2-aminoisobutyric acid 8 103,9 58 63 10 18 8
STO01 - valine 8,1 117,9 72,1 56 10 17 8
ST203 - deoxyinosine 8,1 2529 136,9 51 10 19 12
ST382 - selenomethionine 8,1 197,9 108,8 56 10 31 12
ST393 - hexanoylglycine 8,2 1739 75,9 51 10 13 10
STO010 - methionine 8,2 149,9 104 41 10 15 10
ST003 - tryptophan 8,2 2049 1458 41 10 25 14
ST019 - cysteate 8,3 169,9 105,8 96 10 27 12
ST324 - taurocholate 8,3 516 337,1 186 10 33 28
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Latkas ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP
ST240 - 5-aminolevulinate; ST170 -

creatine 8,3 131,9 89,9 61 10 19 8
STO057 - N-acetylputrescine 8,4 131 71,9 76 10 21 8
ST208 - hypoxanthine 8,4 136,9 109,9 136 10 29 10
STO07 - proline 8,5 1159 69,9 31 10 21 8
ST211 - guanosine 8,5 284 151,9 51 10 27 14
ST315 - carnitine 8,6 161,9 1029 56 10 23 10
ST109 - phenylserine 8,6 181,9 118 36 10 21 10
ST117 - benzoyl-Ala 8,6 1939 105 46 10 23 8
ST122 - AlaPhe 8,7 236,9 166 46 10 17 14
STO065 - protoporphyrin 8,7 563 445,2 231 10 67 34
ST251 - guanidinoacetate 8,7 1179 75,9 51 10 17 8
ST064 - N-methylhistamine 8,8 1259 109 56 10 19 10
ST029 - 3-aminoisobutyrate 8,8 104 86,1 56 10 11 8
ST395 - tiglylGly/ST390 - 3-

methylcrotonylGly 8,8 1579 83 40 10 13 8
STO053 - hippurate 8,9 179,8 104,9 36 10 19 10
ST118 - LeuTyr 8,9 295 182 56 10 17 20
ST022 - alanine/ST237 - sarcosine;

STO05 - beta-Alanine 8,9 89,9 44,1 51 10 23 6
ST236 - 4-hydroxyproline 8,9 131,9 85,8 41 10 19 10
STO063 - 4-guanidinobutanoate 9 1459 86,9 51 10 21 10
ST125 - GlyPhe 9 2229 1199 61 10 29 12
ST127 - AlaMet 9 220,9 149,8 61 10 17 14
ST209 - inosine 91 268,9 136,9 81 10 21 12
ST134 - 3-methylhistidine; STO60 -

N-methylhistidine 9,1 169,9 1239 46 10 21 14
STO002 - tyrosine 91 181,9 136 46 10 19 12
ST362 - 7,8-dihydroneopterin 9,1 256 164,9 21 10 31 16
ST124 - AlaVal/ST114 - AlaNorval 9,2 1889 1179 41 10 15 10
ST086 - canavanine 9,3 177,1 76 31 10 21 10
ST103 - GlyLeu/ST128 - GlyNorleu 9,3 188,9 132 45 10 17 12
ST021 - asparagine 9,3 132,943 74,1 36 10 21 8
ST161 - 5-oxoproline | 9,3 1299 84 51 10 19 10
ST267 - 5-hydroxytryptophane 9,4 220,9 161,9 46 10 25 16
ST121 - LeuGlyGly 9,4 2459 86 51 10 21 10
STO05 - beta-Alanine; ST022 -

alanine/ST237 - sarcosine 9,4 89,9 71,9 26 10 13 8
ST004 - threonine/ST160 -

homoserine 9,4 119,9 73,9 41 10 15 8
ST342 - N-acetylornithine 9,6 174,9 114,9 51 10 17 12
STO025 - 4-aminobutanoate 9,6 104 68,9 56 10 21 8
ST238 - glutamine 9,6 146,9 83,9 66 10 25 10
ST239 - glycine 9,7 75,9 29,9 41 10 27 8
ST115 - GlyNorval 9,7 1749 72 56 10 23 8
STO095 - 6-aminohexanoate 9,7 132 79 36 10 23 10
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Latkas ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP
ST130 - GlyVal 9,8 174,9 118 51 10 17 12
STO06 - serine 9,8 105,8 60 16 10 15 8
ST083 - 1-aminocyclopropane-1-

carboxylate 10 1019 56 31 10 17 8
ST308 - choline 10 104,3 60 36 10 23 8
STO015 - histidine 10 155,9 110 46 10 19 10
ST112 - GlyTrp 10,1 261,9 188 56 10 25 16
ST044 - homoarginine 10,1 188,9 84 76 10 31 8
STO060 - N-methylhistidine; ST134 -

3-methylhistidine 10,1 169,9 96 41 10 27 10
ST254 - dihydrothymine 10,1 128,8 62 111 10 37 8
ST322 - beta-Alanyl-N-

methylhistidine 10,3 240,8 108,8 46 10 33 12
ST111 - AlaAla 10,3 160,9 89,9 66 10 15 10
ST253 - S-adenosylhomocysteine 10,3 384,9 135,9 56 10 29 12
ST120 - AlaPro 10,3 186,8 104,8 66 10 23 10
ST132 - GlySer 10,7 162,9 84,1 41 10 25 8
ST248 - homocarnosine 10,8 240,8 155,9 41 10 15 14
STO052 - carnosine 10,9 226,9 109,9 86 10 33 10
ST161 - 5-oxoproline Il 11 1299 83,9 51 10 19 10
STO038 - biotin 11,1 2447 227 61 10 21 18
ST123 - GlyAla 11,1 146,9 89,9 56 10 15 10
STO034 - ornithine 11,2 132,9 115,6 51 10 13 12
ST119 - GlyTyr 11,2 238,9 136 1 10 27 12
ST246 - lysine 11,2 146,9 84 66 10 23 10
ST107 - AlaAsn 11,3 203,9 133,1 46 10 17 12
ST129 - AlaGlyGly 115 203,9 129 36 10 13 12
ST104 - GlyGly 11,7 132,9 75,9 51 10 15 10
ST131 - GlyAsp 11,9 189,9 132,9 31 10 19 16
ST014 - homocystine 12 268,9 135,9 56 10 15 12
ST108 - GlyGlyGly 12,1 189,6 114,8 46 10 13 10
ST110 - GlyGlyGlyGly 12,2 246,9 115,1 56 10 25 14
ST040 - cystathionine 12,7 222.9 88,1 51 10 41 10
ST178 - 3-ureidopropionate 12,8 1329 72 41 10 17 8
ST116 - HisHis 13,2 293 110,1 61 10 37 12
ST398 - 4-hydroxycyclohexylacetic

acid 14,1 1589 98,8 81 10 17 12
ST228 - p-benzenediol/ST102 -

pyrocatechol 14,3 1109 83 126 10 14 10
STO018 - glutamate 14,4 147,8 83,9 41 10 23 8
ST026 - 2-aminoadipate 14,5 161,8 98 56 10 21 8
ST364 - saccharopine 14,7 276,9 129,9 76 10 23 12
ST198 - xanthosine 14,7 284,9 152,9 96 10 15 14
ST305 - nicotinamide

mononucleotide 14,8 334,9 123 36 10 23 12
STO056 - adrenaline 14,8 183,9 100,8 61 10 23 10
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Latka s ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP

ST012 - cystine 14,8 2409 1518 36 10 19 20
ST332 - S-lactoylglutathione 14,9 380,3 233 56 10 23 18
ST024 - cysteine 15,2 1219 589 156 10 31 10
ST317 - glutathione 15,9 307,9 178,9 41 10 17 16
STx02 - CAlr 16,7 260,2 1281 36 10 17 12
ST269 - phosphocreatine 17 211,7 90,1 26 10 21 10
ST443 - Biliverdin 171 583,1 2971 116 10 45 28
ST301 - CMP-N-acetylneuraminate 17,2 615,1 323,9 56 10 19 28
ST199 - N-acetylaspartate 17,2 175,8 134 36 10 15 12
ST434 - Bilirubin 17,2 585,1  299,2 26 10 39 22
ST292 - FAD 17,9 785,8 347,9 1 10 31 30
ST293 - dCMP 18 307,9 112 56 10 19 10
ST288 - CMP 18 323,8 1119 46 10 21 10
ST233 - O-phospho-L-serine 18,2 186 87,8 31 10 17 12
ST400 - AICAR 18,3 339 109,9 131 10 45 12
ST279 - dAMP 18,4 331,9 1359 41 10 23 14
ST135 - AMP 18,4 348 135,9 116 10 27 14
ST353 - 5-methyltetrahydrofolate 18,8 460 313 56 10 27 24
ST316 - glutathione disulfide 18,8 612,9 484 56 10 27 42
ST152 - 5-formyltetrahydrofolate 19 473,9 299 61 10 45 24
ST252 - S-adenosyl-L-methionine 19,1 399,014 250,1 26 10 23 22
ST082 - dGMP 19,5 348,1 80,9 1 10 31 12
ST262 - GMP 19,7 363,8 1519 36 10 25 14
ST265 - IMP 20,2 349 136,9 31 10 19 12
ST277 - xanthurenate 20,7 205,9 159,9 26 10 27 14
ST363 - dihydrofolate 21,3 444 177,9 61 10 19 16
ST387 - SAMP 21,7 464,10 2519 71 10 31 20
ST374 - acetyl-CoA 22,1 809,7 303 36 10 41 26
ST360 - CoA 22,2 767,6 261 56 10 39 24
STx08 - SAICAR 22,3 455 243 86 10 25 22

Tab. 6: Latky v negativnim modu sefazené podle RT (RT - retenéni as, Q1 -
rodiCovsky ion, Q3 - dcefiny ion, DP[V] - deklasteracni potencial, EP[V] - vstupni
potencial, CE[V] - kolizni energie, CXP[V] - vystupni potencial kolizni cely).

Latkas ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP
ST432 - Erythritol 2,1 121 59,4 -15 -10 -14 -7
ST215 - uracil 3,4 110,952 42,24 -35 -10 -22 -11
ST421 - 1,6-Anhydro-3-D-glucose 3,8 161 101,12 -25 -10 -10 -9
STO036 - xylulose 4,7 1489 71 -5 -10 -24 -7
STO087 - 4-hydroxybenzaldehyde 4,9 120,8 92 -15 -10 -32 -9
ST138 - ribose 53 1488 889 -30 -10 -14 -17
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Latka s ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP
ST180 - glucono-1,5-lactone | 54 176,9 129 -10 -10 -12 -11
ST250 - 5-hydroxymethyluracil 5,5 140,9 80 -80 -10 -24 -7
ST439 - 7-Methylguanine 5,8 164 106,1 -5 -10 -32  -13
ST218 - uridine 5,8 2428 110 -95 -10 -22 -11
ST427 - Indoxyl sulfate 5,8 212 81 25 -10 -20 -7
ST150 - xylose 59 1499 89,9 -15 -10 -8 -15
ST210 - adenosine 59 2659 133,7 -60 -10 -10 -17
ST146 - fucose 59 1628 59,1 -28 -10 -20 -5
STx07 - FGAr 6 233 1431 -30 -10 -14 -13
ST437 - Allantoin 6,3 1569 1141 -30 -10 -16 -11
STO011 - vitamin D3 6,4 3832 831 55 -10 -28 -9
ST158 - ribitol;ST423 - Arabitol 6,5 1509 71 -38 -10 -24 -9
ST190 - palmitic acid 6,5 255,1 451 -145 -10 -54 -7
ST444 - 3-Methyl-2-oxobutanoate 6,5 1149 71,1 -20 -10 -12 -11
ST415 - Hydrocinnamate 6,8 149 105,1 -50 -10 -14 -11
ST442 - Leu-Leu 6,9 243,1 130,2 -60 -10 -24 -15
ST414 - Phenyllactate 6,9 165 101,1 -30 -10 -38 -11
ST096/ST097/ST195/ST197 -

hexose - Glu Fru Gal Man 7,1 1789 889 -40 -10 -12 -9
ST428 - Phenylacetate 7,3 135 911 -35 -10 -12 -9
ST302 - galactitol 7,3 180,8 100,8 -35 -10 -16 -17
ST378 - leucinic acid 7.4 1308 84,7 -5 -10 -16  -17
ST420 - Mannitol 7,4 1809 891 -35 -10 -18 -9
ST187 - salicylate/ST223 - 4-

hydroxybenzoate 7,4 1369 929 -35 -10 -22 -7
ST401 - 2-hydroxyphenylacetate 7,5 150,8 106,9 -5 -10 -18 -7
ST157 - tetrahydrobiopterin 7,6 239,8 1799 -20 -10 -10 -7
ST217 - pseudouridine 7,7 2428 153 -35 -10 -20 -11
ST425 - 3-Indolepropionate 7,7 187,8 116,2 -65 -10 -18 -7
ST204 - deoxyguanosine 7,7 265,8 150 -20 -10 -28 -13
ST404 - Prostaglandin E2 7,8 350,9 2709 -60 -10 -22 -7
ST426 - Indolelactate 7,8 2036 1281 -40 -10 -30 -11
ST168 - ascorbate 7,8 174,9 1149 -15 -10 -16 -7
STO059 - 1-methylxanthine 7,9 164,9 108 -60 -10 -26 -13
ST054 - ofloxacin 7,9 360,1 2752 -140 -10 -26 -21
ST436 - Cholate 7,9 407,2 289,3 -170 -10 -54 -25
ST413 - 2-Furoylglycine 8,1 168 1242 -45 -10 -14 -11
ST391 - phenylpropionylglycine 8,2 2069 739 50 -10 -20 -7
ST429 - 3-(3-

OHphenyl)propanoate 8,3 165 106,1 -15 -10 -30 -7
ST419 - Levulinate 8,4 115 71,1 -40 -10 -14 -9
ST171 - myo-inositol 8,4 178,9 1249 -85 -10 -20 -11
ST201 - 2-hydroxyisovalerate 8,4 1169 711 -55 -10 -16 -5
ST397 - 2-methyl-

butyrylGly/ST396 - isovalerylGly 8,6 1579 739 -35 -10 -18 -7
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Latka s ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP
ST416 - Indole-3-acetate 8,6 1739 130,12 -10 -10 -16 -11
ST084 - benzoate 8,7 1209 769 -15 -10 -16 -7
ST231 - lactose/ST162 - maltose;

ST151 - melibiose/ST177 -

sucrose 8,8 340,9 161 -55 -10 -12 -11
ST173 - N-acetylmethionine 9 189,9 1419 -20 -10 -16 -7
STO55 - anthranilate 9 1359 92 25 -10 -20 -9
ST362 - 7.8-dihydroneopterin 9 253,9 194 -40 -10 -14 -17
ST151 - melibiose/ST177 -

sucrose; ST231 - lactose/ST162 -

maltose 9 340,9 179 -100 -10 -18 -11
ST389 - isobutyrylglycine/ST388 -

butyrylGly 9 1439 74 -15 -10 -16 -7
ST143 - 2-hydroxyisobutyric

acid/ST325 - 2-hydroxybutanoate 9 102,9 57 -35 -10 -16 -7
ST159 - taurine 91 1238 799 -45 -10 -28 -7
ST346 - triiodothyronine 9,1 649,4 126,8 -110 -10 -76 -11
ST194 - glyoxylate 91 72,9 552 -45 -10 -22 -7
ST303 - succinylacetone 9,1 156,9 99 -25 -10 -14 -9
ST412 - N-Acetyl-L-alanine 91 130 83,1 -5 -10 -16 -11
ST166 - 2.3-

dihydroxybenzoate/ST202 - 2.5-

dihydroxybenzoate 9,2 152,9 108 -37 -10 -32 -7
ST161 - 5-oxoproline 9,3 127,961 82 -60 -10 -18 -7
ST186 - melezitose; ST225 -

raffinose; ST185 - maltotriose 9,3 502,9 323 -160 -10 -30 -9
STO50 - citrulline 9,4 174,016 131,2 -40 -10 -16 -9
ST225 - raffinose; ST185 -

maltotriose; ST186 - melezitose 9,5 502,8 179 -160 -10 -30 -13
ST185 - maltotriose; ST225 -

raffinose; ST186 - melezitose 9,9 502,9 341 -100 -10 -12 -27
ST394 - propionylglycine 10 1299 74 -:30 -10 -16 -7
ST212 - uric a. 10 166,9 599 -30 -10 -46 -7
STO027 - tropate 10 164,9 1029 -20 -10 -14 -9
ST424 - N,N-Dimethylarginine 10 200,9 156,2 -10 -10 -16 -13
ST067 - 2-oxobutanoate/ST311 -

acetoacetate/ST043 - succinate

semialdehyde 10,2 100,8 57 -30 -10 -12 -7
ST405 - Sphingosine 1-phosphate

lall 10,2 3779 786 -90 -10 -90 -9
ST163 - stachyose 10,3 6648 383 -185 -10 -44 -31
ST137 - lactate 10,4 88,9 43 -30 -10 -16 -7
ST148 - kynurenate 10,4 1878 144 -45 -10 -20 -11
STO033 - oxalate 10,5 88,9 709 -45 -10 -14 -9
STO090 - nicotinate 10,5 121,9 779 -30 -10 -18 -7
ST310 - 2-oxoglutarate 10,5 1449 101 -30 -10 -10 -7
ST351 - porphobilinogen 10,6 224,8 989 -30 -10 -20 -7
ST142 - Gly-aminobutyric acid 10,9 158,9 1019 45 -10 -18 -9
STO008 - pantothenate 10,9 2179 88 -75 -10 -20 -7
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Latka s ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP
ST323 - glycerate 11,2 1049 588 -5 -10 -18 -7
ST247 - arginine 11,3 173,044 131,1 -55 -10 -22 -17
ST433 - Threonate 11,3 135 751 -40 -10 -18 -9
ST220 - homovanillate 11,5 180,8 122,12 -40 -10 -20 -11
ST214 - orotic a. 11,6 1549 1109 -15 -10 -16 -5
ST221 - vanilmandelate 116 196,8 138 -45 -10 -18 -9
STO017 - 2-oxoadipate 11,7 1589 589 -40 -10 -18 -5
ST207 - xanthine 11,7 1509 108 -55 -10 -24 -9
ST235 - aspartate 11,7 131953 88,1 -35 -10 -16 -7
STO078 - 4-hydroxybutyric acid 11,8 1029 569 -30 -10 -18 -7
ST113 - GlyMet 12,2 2048 1019 -35 -10 -26 -9
ST182 - quinate 12,4 191 93,1 -105 -10 -30 -9
ST232 - sialic a. 13,2 309 87 -125 -10 -20 -7
ST155 - shikimate 13,3 173 93 -45 -10 -22 -9
ST165 - gluconate 13,4 1948 129 -40 -10 -18 -11
ST180 - glucono-1,5-lactone Il 135 1769 129,1 -10 -10 -12 -11
ST339 - 2'.3'-cyclic CMP 136 3038 1099 -50 -10 -22 -7
ST271 - NAD+ 143 662,7 5409 -55 -10 -20 -3
ST296 - CDP-choline 14,3 486,8 4279 -155 -10 -20 -11
ST092 - glucuronate 143 1928 113 -50 -10 -16 -9
ST175 - pyruvate 148 86,925 43,1 -45 -10 -12 -7
ST244 - N-argininosuccinate 15,3 288,9 132 -70 -10 -28 -9
ST445 - Cys-Gly 155 177 143 -150 -10 -12 -15
ST438 - Asp-Phe 15,8 279,1 164 -45 -10 -20 -15
ST234 - ethanolamine phosphate 16,5 1398 789 -20 -10 -16 -7
ST441 - Acetyl phosphate 166 1389 79,1 -20 -10 -22 -7
ST192 - sebacic acid 17 2009 139 65 -10 -26 -13
ST392 - suberylglycine 17 2299 74 -50 -10 -24 -7
STO068 - N-acetylglutamate 17,1 187,9 102 45 -10 -24 -9
ST343 - 5-hydroxyindoleacetate 17,1 189,8 144 -45 -10 -30 -13
ST188 - suberate 17,2 1729 111 -35 -10 -20 -9
ST375 - 2-hydroxyglutarate 17,3 146,9 1289 -25 -10 -16 -13
ST321 - oxaloacetate/ST047 -

glutarate/ST080 - ethylmalonate 17,3 130,8 86,8 -37 -10 -16 -9
ST191 - glutaconate/STO77 -

ketoleucine/ST222 -

mevalonolactone;ST417 - 3-

Methyl-2-oxopentanoate 17,3 128,9 85 -36 -10 -12 -7
ST259 - ribose 5-

phosphate/ST344 - xylulose 5-

phosphate 17,4 228,8 96,8 -45 -10 -20 -13
ST335 - erythrose 4-phosphate 175 1989 968 -20 -10 -14 -9
STO039 - malate 175 1329 711 -35 -10 -20 -7
ST348 - sorhitol 6-phosphate 175 2608 788 -40 -10 -66 -9
ST020 - hydroxypyruvate 175 102,8 59 -35 -10 -12 -5
ST300 - UDP-N-acetyl-D-glu.amin 17,5 6057 384,9 -85 -10 -38 -29
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Latka s ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP
ST334 - G-1-P/ST402 - Gal-1-P;

ST333 - G-6-P/ST369 - F-6-P 176 2588 789 -40 -10 -58 -9
ST361 - N-Acetylglucosamine 6-

phosphate 176 2998 788 -55 -10 -74 -9
ST023 - succinate/ST193 -

methylmalonate 17,6 116,8 73 -35 -10 -14 -9
ST048 - fumarate;ST283 - caproic

acid 176 1149 71 -38 -10 -13 -7
STO069 - glycerol 3-phosphate 17,7 1709 789 -35 -10 -34 -9
ST355 - glucosamine 6-

phosphate 17,7 257,8 789 -40 -10 -72 -9
ST149 - NADH 17,7 663,7 397 -35 -10 -44 -17
STO037 - malonate/STO79 - 3-

hydroxybutanoate 17,7 1029 59 -30 -10 -14 -7
STO73 -

phenylacetaldehyde/STO75 -

mercaptopyruvate 17,7 1189 958 -80 -10 -29 -9
ST133 - LeuGly 178 186,8 1249 -30 -10 -20 -11
ST295 - UDP-D-galactose/ST275

- UDP-glucose 17,8 564,7 3229 -75 -10 -34 -21
ST340 - thiamin diphosphate 17,8 4238 3029 -65 -10 -20 -19
STO76 - 3-sulfinoalanine 179 150,8 89 -3 -10 -16 -7
ST099 - dTMP 179 320,8 1949 -35 -10 -24 -15
STx01 - succinyladenosine 17,9 3818 134 -65 -10 -46 -7
ST293 - dCMP 18 3058 1949 -55 -10 -24 -17
ST288 - CMP 18 3218 968 -55 -10 -28 -9
ST356 - FMN 18,1 4549 139 -75 -10 -26 -9
ST147 - pyridoxamine phosphate 18,2 246,8 2299 -35 -10 -14 -11
ST281 - dUMP 182 3068 195 -50 -10 -22 -5
ST357 - glycerone phosphate 18,3 168,99 79 -5 -10 -34  -11
ST313 - 3-mercaptolactate 18,3 120,9 77 -10 -10 -16 -5
ST140 - UMP 184 322,8 2109 -65 -10 -22 -21
ST279 - dAMP 184 3298 134 -65 -10 -32 -11
ST135 - AMP 184 3458 1339 -90 -10 -46 -13
ST367 - pyridoxal phosphate 184 2458 96,8 -40 -10 -20 -11
STx03 - SAICAr 18,6 3732 2411 -45 -10 -24 -17
ST373 - adenylyl sulfate 18,6 425,8 346 -50 -10 -26 -25
ST333 - G-6-P/ST369 - F-6-P;

ST334 - G-1-P/ST402 - Gal-1-P 18,7 2589 968 -30 -10 -22 -9
STO30 - tartarate 18,7 148,9 87 -40 -10 -18 -9
ST297 - GDP-L-fucose 18,9 587,7 4419 -95 -10 -34 -35
ST291 - GDP-mannose 19 603,7 4239 -35 -10 -42 -29
ST082 - dGMP 196 3458 150 -35 -10 -34 -11
ST294 - ADP-ribose 19,6 5577 346 -45 -10 -36 -27
ST262 - GMP 19,7 3618 211 45 -10 -26 -11
ST265 - IMP 202 3468 969 -60 -10 -28 -5
ST329 - 3-phosphoglycerate 205 1848 789 -20 -10 -50 -7
ST272 - NADP+ 20,6 742,7 6209 -70 -10 -24 -17
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Latkas ST RT Q1 Q3 DP EP CE CXP
ST312 - aconitate 206 1729 849 -3 -10 -18 -7
STO51 - citrate/ST184 - isocitrate 20,7 190,8 1109 -40 -10 -18 -11
ST289 - UDP-glucuronate 20,8 578,7 4029 -70 -10 -34 -31
ST287 - CDP 20,8 4018 1589 -60 -10 -32 -13
ST298 - dCDP 208 3858 1589 -30 -10 -30 -13
ST270 - phosphoenolpyruvate 208 1668 789 -35 -10 -24 -7
ST098 - dTDP 21 400,8 1588 -60 -10 -34 -13
ST274 - UDP 21,2 4029 1588 -70 -10 -34 -9
ST338 - deoxyribose 5-phosphate 21,3 212,8 97 -35 -10 -20 -7
ST284 - ADP 21,4 4258 1339 -95 -10 -32 -11
ST278 - dADP 214 4098 1588 -30 -10 -32 -13
ST387 - SAMP 216 4618 968 -55 -10 -30 -9
ST290 - NADPH 22,4 743,7 4259 -30 -10 -42 -35
ST280 - dGDP 224 4258 1589 -70 -10 -32 -15
ST261 - GDP 226 4418 1588 -95 -10 -36 -13
ST264 - IDP 22,8 4268 1349 -75 -10 -32 -11
ST081 - dCTP 23,2 465,7 1589 -65 -10 -36 -15
ST257 - CTP 23,3 481,7 1589 -70 -10 -44 -13
ST276 - UTP 23 482,7 158,7 -80 -10 -48 -13
ST100 - dTTP 23,5 480,7 1588 -70 -10 -46 -9
ST106 - ATP 24 505,7 158,8 -75 -10 -40 -13
ST282 - dUTP 24 466,7 1589 -55 -10 -36 -11
STO071 - dATP 25 489,7 158,7 -60 -10 -36 -13
ST263 - GTP 27 521,6 158,8 -90 -10 -50 -9
ST299 - dITP 27 490,7 158,8 -65 -10 -40 -13
ST266 - ITP 28 506,7 158,7 -60 -10 -48 -13
ST072 - dGTP 28 505,7 158,99 -70 -10 -38 -13
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9.1 Statisticka analyza

9.1.1 Analyza hlavnich komponent

Analyza hlavnich komponent je statisticka metoda pro snizeni velkého
mnozstvi dat za souCasného zachovani informaéniho obsahu. Tato metoda je

ovSem neuzite€na pokud jsou proménné nekorelované (Miller & Miller, 2005).

Zy = a1 Xy + a;pXp + asXs + - - - aXy

Zz = a21X1 + azz)(z + 323)(3 + - aZan atd.

9.1.2 Diskriminaéni analyza

Cilem diskriminaéni analyzy je rozliSeni a klasifikace objektl do skupin na
zakladé jejich vlastnosti nebo zafazeni nového objektu do znamé skupiny pomoci
klasifikacniho pravidla, pfiCemz je pfedem zadana pfislusnost k dané skupiné (Miller
& Miller, 2005).

Naméfena data byla zpracovana v softwaru ,R* (www.r-project.org). Byla
provedena interpolace dat metodou LOESS (Miller & Miller, 2005) pro odstranéni
systematické chyby a byl vypocitan variaCni koeficient. VeSkeré analyty s variacnim
koeficientem vétSim nez 30% byly z analyzy odstranény. Nulové hodnoty v datovém
pohlizeno jako na kompozi¢ni data, kdy pro nas nebyly dilezité absolutni
koncentrace jednotlivych analytd, ale pouze jejich pomér. Na datovou matici byla
aplikovana clr transformace (Hron et al., 2012). Jako posledni krok bylo provedeno
centrovani dat. Grafickym vystupem statistické analyzy byla analyza hlavnich

komponent a diskriminacni analyza.
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10 Vysledky

Jednotlivé latky byly analyzovany jak v negativnim médu tak v modu pozitivnim.
Ukazky chromatogramu z negativniho a pozitivniho médu vSech latek jsou na
obrazcich 21 a 22.
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Obr.21: Analyza latek v negativnim MRM médu (191 latek)
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Obr. 22: Analyza latek v positivnim MRM maédu (234 latek)

Z celkového poctu 425 latek v akvizictni metodé zlstalo po vyhodnoceni

celkem 124 metabolitd (tab. 7). Pocet metabolitu v jednotlivych skupinach a jejich

rozdéleni do negativniho a pozitivniho médu je shrnut v tabulce 8.

Tab. 7: ldentifikované metabolity ve vzorcich plasmy.

Primérné Primérné
Nazev metabolitu RT Nazev metabolitu RT
C22 4,81 ST176 - kynurenine 7,33
C22-1 4,84 ST420 - Mannitol 7,36
C20 4,87 ST201 - 2-hydroxyisovalerate 7,37
C20-1 4,89 ST208 - hypoxanthine 7,45
C18-10H 489 C2 7,45
ST096/ST097/ST195/ST197 .
C20-2 491 hexose-Glu Fru Gal Man 7,46
C18 4,93 ST157 - tetrahydrobiopterin 7,46
C18-1 4,94 STO31 - pipecolate 7,54
C16-10H 4,96 STO003 - tryptophan 7,54
ST397 -
2.methyl.butyrylGly/ST396-
C16:2-OH 4,97 isovalerylGly 7,57
ST231 . lactose/ST162 . maltose;
C18-2 4,97 ST151 . melibiose/ST177-sucrose 7,59
C18-3 4,99 STO010 - methionine 7,61

-63 -




Pramérné Priamérné
Nazev metabolitu RT Nazev metabolitu RT
Ci16 4,99 STO01 - valine 7,73
Cl16-1 5,01 ST173 - N-acetylmethionine 7,75
C16:2 5,03 STO053 - hippurate 7,77
C14-10H 5,04 ST425 - 3-Indolepropionate 7,82
ST389 - isobutyrylglycine/ST388-
Cl4-1 5,07 butyrylGly 8,06
Cl1l2-DC 5,08 ST139 - N.N-dimethylglycine 8,10
Cl4 5,08 ST062 - 2-aminoisobutyric acid 8,10
Cl14-2 5,11 ST170 - creatine 8,32
Cl12 5,17 ST412 — N-Acetyl-L-alanine 8,34
Clz:a 5,19 STO002 - tyrosine 8,44
C10 5,30 ST109 - phenylserine 8,44
C10-1 5,33 ST042 - homocysteine 8,44
ST219 - creatinine 5,33 STO007 - proline 8,44
C10-2 5,39 ST064 - N-methylhistamine 8,47
C160H 5,43 ST159 - taurine 8,47
C8 5,47 ST236 - 4-hydroxyproline 8,60
C8-1 5,60 ST251 - guanidinoacetate 8,62
ST022 - alanine/ST237 -
C5:1-DC 5,63 sarcosine; STO05 - beta-Alanine 8,68
ST134 - 3-methylhistidine; ST060 -
ST447 - DHA 5,69 N-methylhistidine 8,69
ST206 - adenine 5,74 ST084 - benzoate 8,79
ST427 - Indoxyl sulfate 5,74 ST315 - carnitine 8,86
STO04 - threonine/ST160 -
ST446 - AA 5,75 homoserine 8,92
C6 5,78 STO063 - 4-guanidinobutanoate 8,94
ST190 - palmitic acid 5,87 ST137 - lactate 9,03
C6:1 5,89 STO033 - oxalate 9,03
ST431 - 1,5-Anhydro-D-glucitol 6,03 ST238 - glutamine 9,06
ST146 - fucose 6,03 ST239 - glycine 9,13
C5 6,05 STO50 - citrulline 9,24
C7-DC 6,15 STO021 - asparagine 9,34
C5-1 6,23 ST351 - porphobilinogen 9,40
ST153 - cytosine 6,25 STO006 - serine 9,45
C4 6,37 STO015 - histidine 9,61
STO060 - N-methylhistidine; ST134 -
C3-OH 6,37 3-methylhistidine 9,68
STx07 - FGAr 6,43 ST308 - choline 9,85
C4:1 6,52 ST161 - 5-oxoproline Il 10,37
ST423 - Arabitol 6,53 ST247 - arginine 10,43
ST158 - ribitol 6,53 ST246 - lysine 11,25
ST440 - 4-Pyridoxate 6,56 STO034 - ornithine 11,43
Cs5DC 6,67 STO040 - cystathionine 11,64
ST028 - N-
acetylgalactosamine 6,75 ST165 - gluconate 12,25
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Primérné Primérné
Nazev metabolitu RT Nazev metabolitu RT
STO041 - spermine 6,76 STO012 - cystine 12,96
C3 6,83 STO018 - glutamate 13,00
ST324 - taurocholate 7,04 STO026 - 2-aminoadipate 13,20
ST243 - Leu/ST242 - lle/ST241
- Alloile/ST009 - NorLeu 7,06 ST316 - glutathione disulfide 17,38
STO013 - serotonin 7,08 STO039 - malate 17,39
ST217 - pseudouridine 7,13 STO069 - glycerol 3-phosphate 17,39
ST393 - hexanoylglycine 7,19 ST292 - FAD 17,40

ST023 - succinate/ST193-

ST101 - betaine 7,19 methylmalonate 17,41
ST302 - galactitol 7,25 ST434 - Bilirubin 17,62
ST245 - phenylalanine 7,28 STO51 - citrate/ST184-isocitrate 18,73

Tab. 8: Rozdéleni metabolitd do skupin.

Skupina latek

Negativni méd

Pozitivni mod

Aminokyseliny 7 34
Organické kyseliny 13 -

Sacharidy 10 1

Peptidy - 1

Acylované karnitiny - 41
Puriny a pyrimidiny 2 4
Ostatni latky 2

Chromatogramy vSech latek v ramcijednotlivych skupin jsou zobrazeny

na obrazcich 23-31.

Eluce aminokyselin (obr. 22, 23) probihala pfiblizné od 6. do 10. minuty.

Separace organickych kyselin (obr. 24) probihala témé&F po celou dobu analyzy a

vSechny organické kyseliny byly analyzovany v negativnim MRM modu. Puriny a

pirimidiny (obr. 25, 26) se eluovaly z kolony od 5.do 9. Minuty. VétSina cukernych

metabolitd (obr. 27) se separovala od 5. do 12. minuty v negativhim modu. Separace

acylkarnitina (obr. 28) probihala v pozitivnim médu v rozmezi od 5. do 10. minuty

v zavislosti na délce acylu navazaného na karnitin. Glutathion disulfid byl jedinym

zastupcem peptidd (obr. 29) s retenénim ¢asem 18,07 min. Eluce ostatnich latek

(obr. 30, 31), probihala v obou mdédech az do 25. minuty.
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Na koloné doslo k separaci latek pfevazné na zakladé polarity. Latky, které
obsahovaly nepolarni struktury nebo byly slabé polarni se separovaly na zaCatku
analyzy. Latky obsahujici polarni skupiny se eluovaly v prabéhu analyzy v zavislosti
na poCtu kyselych skupin. Pfiklady skupin latek s rozdilnou strukturou a retenénim

C¢asem jsou uvedeny na obrazcich 32, 33, 34.
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Obr. 32: Priklad separace latek ze skupiny aminokyselin (fenylalanin a k.

glutamova)
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V tabulce 9 je uvedeno 20 nejvice diskriminujicich analyti oddélujicich od
sebe jednotlivé skupiny vzorku.
V pfipadé PCA (obr. 35, 36) dosSlo k rozliseni CF (3,4) a WT (1,2), u DFA

(obr. 37) analyzy se podafilo rozlisit u WT skupiny s Iékem a bez 1éku.

Tab. 9: Seznam 20 nejvice diskriminujicich latek s délkou vektoru (PCA biolot).

. Délka . Délka
Latky s ST vektoru Latky s ST vektoru
ST324 - taurocholate 2,3062 STO003 - tryptophan 0,3474
ST208 - hypoxanthine 1,0635 STx07 - FGAr 0,3237

ST062 - 2-
STO012 - cystine 0,8868 aminoisobutyric acid 0,3097
ST139 - N,N-
STO053 - hippurate 0,7748 dimethylglycine 0,3081
ST427 - Indoxyl sulfate 0,7568 C22 0,3044
ST393 - hexanoylglycine 0,7236 ST206 - adenine 0,3035
STO063 - 4-guanidinobutanoate 0,6402 ST446 - AA 0,2831
ST425 - 3-Indolepropionate 0,4952 Cl4-1 0,2820
ST397 - 2-methyl-butyrylGly,
ST396-isovalerylGly 0,4744 ST165 - gluconate 0,2702
ST389 - isobutyrylglycine, ST388- ST201 - 2-
butyrylGly 0,4265 hydroxyisovalerate 0,2682

ST208 - hypoxanthine

%
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Obr. 35: Biplot PCA s 20 nejvice diskriminujicimi metabolity
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Obr. 36: Biplot PCA s odliSenymi skupinami CF (3,4) a WT (1,2)
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Obr. 37: Graf DFA s odliSenymi skupinami CF (3,4) a WT, u WT odliSeni skupiny na
terapii fenretinidem (2) a bez terapie (1).
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11 Diskuse

Cilem této prace je adaptace metody cilené metabolomiky na plasmatické
vzorky a nasledné zméfeni a statistické vyhodnoceni.

U této metody byla pouZita chromatograficka separace na aminopropylove
koloné s modifikovanou fazi HILIC — stacionarni faze je polarni stejné jako faze
mobilni. Na zacCatku separace obsahovala mobilni faze 2z 95% acetonitril.
Cholesterol a dalSi nepolarni latky eluovaly z kolony v mrtvém case (do 2 min).
Tento fakt byl zpusoben absenci karboxylovych skupin v molekule a tak
nedochazelo k interakci analytu s aminoskupinami stacionarni faze. Na zacatku
analyzy se eluovaly nepolarni latky, které slabé interaguji se stacionarni fazi
(adenin, RT = 5,74 min). Napf. cytosin (RT = 6,25 min) je také nepolarni larka ale
separuje se az za adeninem, protoze obsahuje jednou polarni funk&i skupinu. Na
obrazku 34 jsou patrné na stejném MRM pfechodu dva piky pro jednu latku, ale
v jinych retencnich Casech. Tento jev je zpUsoben fragmentaci v iontovém zdroji
molekul adenosinu a cytidinu na adenin a cytosin a jednotlivé molekuly ribozy.
V pribéhu analyzy dochazelo ke kontinualni zméné slozeni mobilni faze (vzrastal
podil vodné faze, ktera je vice polarni) a tudiz se latky separovaly postupné podle
vzrustajici polarity. V tomto pfipadé bylo vyuzito efektu gradientové eluce, kdy latky
obsahujici nékolik karboxylovych skupin opousti kolonu dfive nez u eluce
isokratické. Doba analyzy se takto zkrati. Napf. fenylananin jako nepolarni
aminokyselina se separoval z kolony v 7,28 min, naproti tomu polarni kyselina
glutamova, ktera obsahuje 2 karboxylové skupiny se eluovala z kolony mnohem
pozdé&ji (RT (k. glutamova) = 13,00 min) (obr. 32). Stejné tak tomu bylo i v pfipadé
organickych kyselin: napf. k. palmitova, ktera sice obsahuje polarni -COOH skupinu,
ale také nepolarni fetézec, proto dochazelo k jeji separaci v 5,87 minuté. Naproti
tomu napf. malat obsahujici 2 karboxylové skupiny a jednu hydroxylovou je
polarngjsi a je uvolfiovan z kolony az v 17,39 minuté (obr. 33). Jedny z nejvice
zadrzovanych analytd na koloné jsou latky, které obsahuji jeden a vice fosfatovych
zbytkud, napf. glycerol-3-fosfat s retenénim ¢asem 17,39 min (tab. 7). BEhem analyzy
se nepodafilo separovat nékteré latky se stejnym MRM pfechodem, u kterych
dochazelo k interferenci, napf laktosa/maltosa s retenénim ¢asem 7,59 min (tab. 7).

Eluce aminokyselin (obr. 22, 23) probihala pfiblizné od 6. do 10. minuty.
Rozdil reten¢nich €asu jednotlivych aminokyselin je pfevazné zpusoben poltem —
COOH a NH,; funk&nich skupin. Separace organickych kyselin (obr. 24) probihala
téméf po celou dobu analyzy a vSechny organické kyseliny byly analyzovany
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v negativnim MRM modu. Retencni Casy se liSily od 9,03 minut u laktatu az po
citrat/isocitrat (3x —COOH) s RT = 18,73. Puriny a pirimidiny (obr. 25, 26) se
vzhedem ke svym podobnym strukturam eluovaly z kolony od 5. do 8. minuty.
VétSina cukernych metabolitd (obr. 27) se separovala od 5. do 12. minuty
v negativnim médu. Blize ke 12. minuté se eluovaly cukerné latky s vy$8im poétem —
OH skupin (glukonat, tab. 7). Skupina acylkarnitind (obr. 28) obsahovala metabolity
méfené v pozitivnim mddu a eluce probihala do 9. minuty, kdy se z kolony eluoval
samotny karnitin (CO0). Byla tudiz pozorovatelna zavislost retenéniho ¢asu na délce
acylu navazaného na karnitinu. V pfipadé acylkarnitinu C2 a nékolika dalSich analytu
se vytvofil dvojpik a to diky vysoké koncentraci této latky a doslo k pfehlceni
detektoru. Skupina peptidd (obr. 29) méla pouze jediného zastupce (glutathion
disulfid), jehoz retencéni €as v pozitivnim médu byl 18,07 min predevSim diky
rozvétvené struktufe obsahujici celkem 4 karboxylové skupiny. Ostatnich latky se
separovaly na koloné s riznymi retenénimi Casy v zavislosti na jejich strukture a
poctu karboxylovych skupin (obr. 30, 31).

Naméfena data byla zpracovana v softwaru MultiQuant 2.1.1 (AB Sciex,
Framingham, USA). Po vyhodnoceni vysledk v MultiQuantu se pocet plvodnich
425 latek zdedukoval na 124 latek identifikovanych v plasmé (tab. 7). Zbylé
metabolity byly ze seznamu odstranény, protoZze byly malo abundantni nebo se
ve vzorcich plasmy nevyskytovaly. SniZzeni poltu metabolitd vedlo k lepSimu a
rychlejSimu vyhodnocovani dat.

Ve statistickém vyhodnoceni PCA (obr. 35, 36) se skupiny WT (1,2) a CF
(3,4) od sebe oddé&lily. Zadné signifikantni rozdily nebyly pozorovany pred a
po podani fenretinidu jak u WT tak i u CF. V pfipadé DFA analyzy (obr. 37) se stejné
jako v pfipadé PCA se od sebe odlisily skupiny WT a CF. Navic u skupiny WT doslo
k rozdéleni skupin WT s fenretinidem (2) a WT bez fenretinidu (1). U CF nebylo

pozorovano zadné rozdéleni v zavislosti na podani Iéku.
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12 Zaveér

Z vysledku vyplyva, Zze uvedena metoda cilené metabolomiky je vhodna pro
metabolické profilovani vzorkd mys$i plasmy. S pouzitim grafickych vystupu
statistické analyzy jsou vysledky snadno interpretovatelné a vyhodnocovani je velmi
efektivni.

V teoretické C¢asti byla vypracovana reSerSe na téma: hmotnostni
spektrometrie a vysoce ucinna kapalinova chromatografie, metabolomika, cysticka
fibréza a fenretinid.

DalSi vyzkum bude sméfovan na omezeni poctu analytd akviziéni metody a
tvorby metody na zakladé ,Schedule MRM®, ktera by méla byt citlivéjSi a lépe

kvantifikovatelna.
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14 Seznam pouzitych zkratek

4-HPR N-(4-hydroxyphenyl)retinamide

4-MPR N-(4-methoxyphenyl)retinamide

4-o0x0-4-HPR 4-0x0-N-(4hydroxyphenyl)retinamide

AA Kyselina arachidonova

ASL Airway surface liquid

ATP Adenosintrifosfat

AAV Adeno-associated viruses

CAMP Cyclic adenosine monophosphate

CE Kapilarni elektroforéza

CF Cysticka fibroza

CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator

DHA Kyselina dokosahexaenova

DNA Deoxyribonukleova kyselina

ENaC Epithelial Na+ channel

ESI Electrospray ionization

FAB lonizace rychlymi ionty

FTICR lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou
transformaci

GC Gas Chromatography

GC/MS Gas Chromatography/Mass Spectrometry

HPLC Vysokouc&inna kapalinova chromatografie

IRT Imunoreaktivniho trypsinogenu

LC Liquid Chromatography

LC/MS Liguid Chromatography/Mass spectrometry

MALDI Desorpce/ionizace laserem za Ucasti matrice (,matrix

assisted laser desorption/ionization®)

MCC Mukociliarni clearance

MRM Multiple reaction monitoring

MS Mass Spektrometry

MSD Transmembranova doména

MSn Tandemova hmotnostni spektrometrie
NBD Nukleotid-vazebna doména

PKA Fosfokinasa A
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QaQ
RNA

SMaRT
TOF
WT

Trojity kvadrupdl

Ribonukleova kyselina
Spliceosome-mediated RNA trans-splicing
Time of flight

wild Type
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