Abstrakt

V poslednich letech se hmotnostni spektrometrie (MS) stala dominantni technologii pouzivanou pfi
lipidomické analyze a siln€¢ ovlivnila vyzkum a diagnostiku onemocnéni lipidniho metabolismu
jako napft. lysosomalni stfadava onemocnéni (LSD) charakterisovana poruchami funkci lysosomti.
Soubor poruch lysosomalni degradace sfingolipidii (SFL) piislusi ke skupiné sfingolipidos. Tento
stav ma vazné az fatalni klinické disledky.

Prvotnim cilem prace bylo zavedeni kvantitativni a kvalitativni analyzy SFL pro vyzkum a
diagnostiku LSD. Na jejim poc¢atku bylo tfeba ptipravit semisynthesou lipidni hmotnostné znacené
standardy pomoci imobilizované sfingolipid ceramid N-deacylasy. Zavedené metody kvantitativni
analysy byly posléze pouzity k priikazu zvySené exkrece mocovych SFL u LSD s charakteristickym
sttadanim v ledvinach. Vyhodnoceni SFL vylu€ovanych moc¢i prokdzalo svij vyznam pfii
diferencialni diagnostice deficitu prosaposinu a saposinu B kdy rutinni enzymologie selhava. MS
navic umoznuje sledovani jednotlivych molekularnich druht SFL (isoforem), jenz vedlo ke zjisténi,
ze u nékterych LSD se jejich profil v mo¢i méni. To nésledné vedlo k vyvoji nové screeningové
metody v suchém vzorku moce zalozeném na vyhodnocovani profilu isoforem. Dalsi aplikaci MS
byla analyza pitevnich vzorkl tkani nebo bunék u nevyjasnénych ptipadd. Fabryho choroba a
prosaposinovy deficit byly prokdzény také analyzou pitevnich vzorkd ledvin a myokardu, coz
potvrdilo prakticky vyznam takového postupu. V myokardu pacienta s Fabryho chorobou bylo také
prokdzano zvyseni toxického lyso-SFL. MS vyhodnoceni SFL v placenté podpofilo nalezy
imunohistochemické analyzy a spolecné ukdzalo na specifickou roli apikalniho polu placentalnich
endothelii. MS analyza se ukazala uzite¢nd nejen pii analyze metabolitil, ale téz pii méfeni aktivit
lysosomalnich enzymii, nebot umoznuje pouzivani pfirozenych substrati na rozdil od
fluorimetrickych metod. Pouzitim MS se nam podafilo prokdzat nulovou aktivitu f3-
glukocerebrosidasy v koznich fibroblastech pacienta s Gaucherovou chorobou typu II se zdvaznym
"collodion baby" fenotypem. Moznost pouzivat hmotnostné¢ znacené substraty pii dynamickych
metabolickych experimentech namisto bézné uzivanych radioaktivnich lipidi byla testovana v
kulturdch koznich fibroblastli pacientii s GM1 gangliosidosou. Bylo prokazano, Zze hmotnostné
znacen¢ substraty jsou vhodnou ndhradou radioaktivnich analogt, coz pfispiva k eliminaci rizik pfi
praci s radioaktivnimi slou¢eninami.

V ramci této disertacni prace bylo zavedeno Siroké spektrum metod, které byly otestovany pfi
ur¢ovani metabolickych profilh SFL za normalnich a patologickych stavli. Nase zjisténi potvrdila,
ze MS lipidomika pfind$i novou, vyssi uroven citlivosti analyzy i mnozstvi dalSich detailnich
informaci. Sledovani metabolického osudu jednotlivych molekul mtze ptispét k lepSimu pochopeni

molekularnich mechanismu onemocnéni.



