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2 SOUHRN

Dédicna metabolicka onemocnéni patfi k zavaznym onemocnénim, ktera se
projevuji v kazdém véku. Tvofi rozsahlou heterogenni skupinu onemocnéni s prevazné
autozomalné recesivni, gonozomalné recesivni i dominantni, ale také mitochondrialni
dédi¢nosti. Mutace v DNA zpUsobuji zménu proteinu (jeho mnozstvi, funkci, aktivitu),
ktery je postizenym mistem kodovan. Dysfunkce proteinu z pohledu biochemika je
Casto rozeznatelna na podkladé zvySené koncentrace substratu nebo snizené

koncentrace produktu enzymové reakce.

Purinova de novo syntéza (PDNS) je metabolicka draha, ktera z
fosforibosypyrofosfatu produkuje inosinmonofosfat - prekurzor nukleotidu pro vystavbu
DNA. Ze Sesti enzyma (tfi jsou multifunkéni) PDNS bylo objasnéno postizeni pouze tfi:
prvnim objevenym defektem v této metabolické draze byla v roce 1972 superaktivita
fosforibosylpyrofosfatsyntetasy (PRPPS) a v roce 2008 jeji deficit, v roce 1984 deficit
adenylsukcinatlyasy (ADSL), roku 2004 deficit AICARtransformylasy/
IMPcyklohydrolasy (ATIC). V souvislosti s pokrokem na poli laboratorniho a
diagnostického vybaveni (jako je napf. v posledni dobé hmotnostni spektrometrie -
snizovanim meze detekce, identifikace neznamé latky) Ize oCekavat, ze dalSi defekty

mohou byt brzy objeveny.

Tato prace shrnuje poznatky o meziproduktech PDNS, moznostech jejich
identifikace a diagnostiky pfipadného enzymového defektu. Jsou zde popsany syntézy
meziproduktd PDNS v ribosidické formé, zaznamy MS spekter pro jejich identifikaci.
Spektralni vlastnosti slouzi pro diagnostiku metodami, které vyuzivaji UV detekci (CE,
HPLC, spektrometrie). Pro ucely analyzy metodou CE tato prace popisuje jejich
elektroforetické vlastnosti. Poznatky z popsanych enzymovych defektd byly vyuzity pro
vyvoj screeningové metody TLC, dale pak byly popsany moznosti diagnostiky

pfipadnych enzymovych defektl analyzou erythrocyta.



3 SUMMARY

Inherited metabolic disorders belong to serious disorders manifesting in any age
of life. It is a large group of disorders with predominantly autosomal recessive,
gonosomal recessive and mitochondrial type of inheritance. Mutation causes change of
enzyme amount, function and/or activity. For biochemists the enzyme dysfunction is

visible by a build-up of substrate or missing of product of the enzyme reaction.

Purine de novo synthesis (PDNS) is metabolic pathway producing the precursor
— inosine monophosphate - of nucleotides for building of the DNA via eleven reactions.
Defects of only a three from the eleven enzymes involved in the PDNS is currently
clear: superactivity of phosphoribosyldiphosphatesynthetase (PRPPS) was discovered
in 1972 and their deficiency in 2008, deficiency od adenylsuccinatlyase (ADSL) in
1984, deficiency of AICARtransformylase /IMPcyclohydrolase (ATIC) in 2004. Progress
in laboratory equipment, especially of mass spectrometric techniques could lead to

early discovery of the not so far identified defects.

This thesis summarizes the facts about intermediates of the PDNS, the
possibilities of their identification and diagnosis of appropriate enzyme defect. There
are described syntheses of PDNS intermediates in the ribosidic form, the reported
mass spectra are useful for the identification. Reported mass spectrometric and
ultraviolet spectral properties are useful for diagnosing of patients using validated
methods based on electrophoretic and liquid chromatography principles. A simple thin
layer chromatographic method useful in mass screening is also reported here. These
screening results can be further studied by the reported method for erythrocyte

analysis.



4 CILE DISERTACNI PRACE

Pfedlozena disertacni prace se zabyva problematikou enzymovych defektu
purinové de novo syntézy (PDNS). Prestoze tato metabolicka draha probiha v deseti
krocich, jsou znamy defekty pouze tfi enzymu. Pfedpokladame, ze v této metabolické

draze mohou existovat defekty také dalSich enzymu.

Cilem této disertacni prace je vypracovat prehlednou reSerSi o poruchach
purinové de novo syntézy. Na zakladé poznatkl o projevech znamych enzymovych
defektd pak nasledné vypracovat pfehled moznych chemickych syntéz jednotlivych
meziproduktll PDNS.

Cilem experimentalni ¢asti je pfipravit meziprodukty PDNS ve formé ribosid,
které defektni bunky vylu€uji do télnich tekutin a na jejichz stanoveni je zaloZzena
diagnostika enzymovych defektld. Pripravené ribosidy je nutné jednoznacné
identifikovat a potvrdit jejich strukturu metodou hmotnostni spektrometrie. Prace si
klade za cil popsat spektralni a elektromigraéni charakteristiky ribosid pro diagnostiku

enzymovych defektd PDNS metodou kapilarni elektroforézy.

DalSim cilem prace je ziskané poznatky aplikovat v klinické praxi pfi vyvoji
metod vhodnych pro screening onemocnéni PDNS - tenkovrstevna chromatografie a
Bratton-Marshall reakce. Dale pak zjistit, zda je mozZné nasledné diagnostikovat

onemocnéni PDNS analyzou Cervenych krvinek.
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5 UvVOD

Puriny jsou heterocyklické aromatické slou€eniny slozené z pyrimidinového a
imidazolového kruhu (baze). Od bazi jsou odvozeny purinové nukleosidy, nukleotidy a
deoxynukleotidy. Purinové nukleotidy hraji kliCovou roli ve vSech biologickych
procesech. Adenosintrifosfat (ATP) a guanosintrifosfat (GTP) jsou makroergické
slouceniny, které se ucastni fady metabolickych reakci a procesl. Jsou substraty
cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) a cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP),
koenzymy — nikotinamidadenin (NAD®), nikotinamidadenindifosfat (NADP™), flavin
adenindinukleotid (FAD), koenzym A (CoA) a v mnoha metabolickych cestach funguiji
jako allosterické efektory. Spole¢né s pyrimidinovymi nukleotidy a deoxynukleotidy jsou
zakladni stavebnimi jednotkami ribonukleové kyseliny (RNA) a deoxyribonukleové
kyseliny (DNA).

5.1 Purinovy metabolismus

Purinové nukleotidy jsou syntetizovany de novo a recyklaénimi (zachrannymi)
drahami (Obr. 1). Purinova de novo syntéza (PDNS) probiha vSude tam, kde se buriky
rychle déli a musi byt k dispozici zvySena hladina nukleotidd pro vystavbu nukleovych
kyselin. Pfikladem je €asny embryondlni vyvoj [Spiegel et al., 2006], kdy defekt v
PDNS nemusi byt sluCitelny se Zivotem jedince. Pro dospély organismus je PDNS

energeticky naro¢na a za normalnich podminek probiha aktivné pfedevsim v jatrech.

Volné purinové baze (adenin, guanin a hypoxantin), vznikajici hydrolytickou
degradaci nukleovych kyselin a nukleotidd v procesu traveni, mohou byt organismem
znovu vyuzity zachrannymi drahami (Obr. 1, modra cast). SpoleCnym substratem
adeninfosforibosyltransferasy (APRT) a hypoxantinguaninfosforybosiltransferasy
(HGPRT) je fosforibosylpyrofosfat (PRPP) [Simmonds et al., 1991].

Pokud purinové baze nejsou vyuZity recyklacnimi drahami, jsou dale

degradovany pfes xanthin az na kyselinu mocovou.
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Obrdzek 1.: Metabolismus purinovych nukleotidiu. AMPD - adenylatdeaminasa,
ADA - adeniosindeaminasa, ADP - adenosindinofosfat, ADSL — adenylsukcinatlyasa,
ADSS - adenylsukcinatsyntasa, AK - adenosinkinasa, AMP - adenosinmonofosfat,
APRT - adeninfosforibosyltransferasa, ATP - adenosintrifosfat, C5N -
cytoplazmaticka-5"-nukleotidasa, DNA - deoxyribonukleova kyselina, GDA -
guanindeaminasa, GMP - guanosinmonofosfat, GDP - guanosindifosfat, GMPS -
guanylatsynthetasa, GMPR - guanylatreduktasa, GTP - guanosintrifosfat, HGPRT —

hypoxantinguaninfosforybosiltransferasa, IMPD - inosinmonofosfatdehydrogenasa,
PNP — purinnukleosidfosforylasa, PRPP - fosforibosylpyrofosfat, PRPPS -
fosforibosylpyrofosfasynthasa, RNA -  ribonukleova  kyselina, XOD -

xantindehydrogenasa.
5.2 Purinova de novo syntéza
PDNS je metabolicka draha probihajici v deseti krocich. Sledem reakci je

fosforibosylpyrofosfat (PRPP) pfeménén na inosinmonofosfat (IMP), ktery je

prekurzorem adeninovych a guaninovych nukleotidu (Obr. 2).
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Na syntéze IMP se podili 6 cytozolickych enzymu [Christopherson et al., 1997],
Ctyfi z nich jsou multifunk&ni proteiny:

e ftrifunkéni  protein s glycinamidribotid (GAR)  synthetasovou,
GARtransformylasovou a aminoimidazolribotid (AIR) synthetasovou
aktivitou [Aimi et al., 1990, Gnirke et al., 1991].

» bifunkéni enzym s AlIRkarboxylasovou a sukcinylaminoimodazolkarbox-
amidribotid (SAICAR) synthetasovou aktivitou

* bifunkéni  enzym  katalyzujici posledni dva kroky @ PDNS
aminoimidazolkarboxamidribotid (AICAR) transformylasa a
IMPcyklohydrolasa.

* adenylsukcinatlyasa (ADSL) katalyzuje pfeménu SAICAR na AICAR a
sukcynyladenosinmonofosfat (S-AMP) na AMP. Tento enzym ma pouze
jedno aktivni misto s dualni specifitou [Christopherson & Szabados,
1997]

Formylglycinamidinribotid (FGAM) synthasa katalyzuje konverzi
(formylglycinamidribotidu) FGAR na FGAM a v PDNS se nepodili na Zzadné jiné reakci
[Schendel et al., 1989].

VSechny enzymy PDNS pracuji mechanismem ,substrate channeling®. Jde o
jakousi spolupraci enzyml. Meziprodukt, ktery si enzymy pfedavaji, neunika do
matrice. Je drzen v blizkosti aktivniho mista nasledujiciho enzymu, &imz se zvysi

ucinnost katalyzované reakce, potazmo celé metabolické drahy [Spivey et al. 1999].

V roce 2008 byla publikovana prace, kde autofi vyuzili fluorescenéni mikroskopii
ke sledovani vzajemnych inerakci enzymd PDNS v bunéénych liniich HelLa. Bylo
zZjisténo, Ze v pripadé stresovych podminek vznika reverzibilni enzymovy komplex,
ktery byl nazvan purinosom. Dynamicky reaguje na hladinu (snizeni/zvySeni
koncentrace) purinovych nukleotidl, pfipadné pftomnost inhibitorl. Toto vzajemné
uspofadani enzymui dynamicky reaguje na okolni vlivy (asociace a disociace) a
zajistuje zachovani PDNS mechanismem ,substrate channeling® v pfipadé stresovych
podminek [An et al., 2008].

14
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Obrazek 2: Purinova de novo syntéza. PRPP - fosforibosylpyrofosfat, PRPPS -
fosforibosylpyrofosfasynthasa, SAICAR - sukcinylaminoimidazolkarboxamidribotid,
AICAR - aminoimidazolkarboxamidribotid, FAICAR -
formylaminoimidazolkarboxamidribotid, IMP - inosinmonofosfat, CAIR -
aminoimidazolkarboxyribotid , AIR - aminoimidazolribotid, FGAR -

formylglycinamidribotid, FGAM - formylglycinamidinribotid, PRA - fosforibosylamin,
GAR - glycinamidribotid, GART - glycinamidribotidtransformylasa, GARS -
glycinamidribotidsynthasa, PPAT, AIRS - aminoimidazolribotidsynthasa, AIRC -

aminoimidazolribotidkarboxylasa, SAICARS -
sukcinylaminoimidazolkarboxamidribotidsynthasa, ADSL - adenylsukcinatlyasa,
AICARTF - aminoimidazolkarboxamidribotidtransformylasa, IMPCH -

inosinmonofosfatcyklohydrolasa.
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Requlace PDNS (Obr. 3)

PDNS je striktné kontrolovana zpétnovazebnou inhibici na nékolika urovnich.

» Celkova rychlost PDNS je zavisla na koncentraci PRPP [Boyle et al.,
1972]. Rychlost syntézy PRPP je dana pfedevSim hotovosti ribosa-5-
fosfatu a aktivitou PRPPsyntetasy. Aktivita enzymu je zavisla na hladiné
fosfatu a purinovych nukleotidt, které pusobi jako jeji allosterické

regulatory.

* Nasledujici krok PDNS - amidofosforibosyltransferasa - je kliCovym
enzymem pro zpétnovazebnou inhibici. AMP a guanosinmonofosfat
(GMP) jako findlni produkty syntézy purind se na inhibici podili

spole¢né.

» DalSi regula¢ni body se nachazi v ¢asti syntézy AMP a GMP z IMP.
AMP inhibuje adenylsukcinatsyntasu (ADSS) a GMP pak
IMPdehydrogenasu.

* Rovnovaha mezi adeninovymi a guaninovymi nukleotidy se udrzuje diky
jejich vzajemnému vztahu, kdy GTP je subtratem pro syntézu AMP a
naopak ATP je subtratem pro GMP. V pfipadé poruseni rovhovahy ATP
aktivuje GMPsyntasu nebo GTP aktivuje ADSS.

* V neposledni fadé je PDNS regulovana na urovni transkripce. Pokud je

nadbytek hypoxantinu a guaninu, u Escherichia Coli je trankripce

blokovana prostfednictvim DNA vazaného proteinu PurR.
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Obrazek 3: Regulace PDNS.

5.3 Enzymové defekty PDNS

PDNS probiha v deseti krocich. Doposud jsou znamy defekty pouze tfi enzymu.
Vroce 1972 byl popsan prvni defekt PDNS - superaktivita PRPPsyntasy (PRPPS)
[Sperling et al.,1972]. O 12 let pozdéji byl objeven deficit ADSL. Deficitem ATIC trpi
pouze jedina pacientka, jejiz pfipad byl popsan v roce 2004. Pocatkem roku 2008 byl
objeven deficit PRPPS. Pacienti trpici nékterym z defektd v PDNS se Casto potykaji s
neurologické problémy, ackoliv doposud neni jasné, jakym mechanismem jsou

zpusobeny. V nasledujicich kapitolach budou tyto defekty podrobné diskutovany.
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5.3.1 Deficit ATIC

Enzym ATIC

ATIC je bifunkéni enzym, ktery disponuje dvéma aktivnimi misty -
AICARtansformylasa (EC 2.1.2.3) a IMP cyklohydrolasa (EC 3.5.4.10). V organismu se
ATIC vyskytuje v monomerni a dimerni formé, které jsou v rovnovaze. Dimericka forma
je odpovédna za AlCARtransformylasovou (AICARTF) aktivitu, zatimco
IMPcyklohydrolasa (IMPCH) ma katalytickou aktivitu v obou formach (v dimerické

formé vykazuje vysSi aktivitu) [Vergis et al., 2001].

Mechanismus, jakym IMPCH (N-terminalni doména) a AICARTF (C-terminaini
domeéna) spolupracuiji je pfisuzovan tzv. ,substrate channeling®. Ve studiich se hovofi o
zvySené koncentraci spole¢ného substratu — formylaminoimidazolkarboxamidribotid
(FAICAR) — v blizkosti aktivniho mista IMPCH [Christopherson et al., 1997], coz
zvySuje ucinnost celé reakce. Tomu, Ze se jedna o ,substrate channeling“ nasvédcuje
fakt, ze v pfitomnosti inhibitoru IMPCH se nezménila aktivita AICARTF
[Spivey et al., 1999].

ATIC katalyzuje posledni dva kroky PDNS. AICARTF je odpovédna za pfenos
formylové skupiny z 10-formyl-tetrahydrofolatu (10-f-THF) na AICAR a FAICAR
podléha IMPCH, ktera uzavie jeho stale jesSté otevieny pyrimidinovy cyklus, a vznika
IMP.

V roce 2004 byl poprvé popsan vrozeny deficit enzymu ATIC u jediné pacientky

a onemocnéni bylo pojmenovano AICA-Ribosidurie [Marie et al., 2004].

Klinické projevy AICA-Ribosidurie

Toto onemocnéni se projevuje vysokou koncentraci AICAr v moci. Je nutné
zminit, ze AICAribosid (AICAr) se v moci vyskytuje také u déti s akutni leukémii, u osob
trpicich deficitem HGPRT [Sidi et al., 1985], pfi nedostatku vitaminu B12 a kyseliny
listové [McGeer et al., 1965]. AICAr je pfitomen i v mo€i zcela zdravého Clovéka. Ve
v8ech uvedenych pfipadech je vS8ak koncentrace AICAr v mo¢i mnohonasobné nizsi

nez u pacientky s AICA-Ribosidurii. Kromé tohoto metabolitu byly technikou vysoce-
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ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) detekovany také SAICAr a S-Ado [Marie et
al., 2004].

DalSim projevem AICA-Ribosidurie je akumulace AICAR, jeho difosfatu
AICAR(DP) a trifosfatu AICAR(TP) v erytrocytech. Koncentrace AICAR(TP) pfevySuje
koncentraci ATP, ktera byla vzhledem ke kontrolnim erytrocytim snizena na 60 %.
V pacient€inych fibroblastech byl odhalen hluboky deficit AICARTF a aktivita IMPCH

byla snizena na 40 % ve srovnani s kontrolnimi fibroblasty [Marie et al., 2004].

Genetika

Probandka je dcerou zdravych rodi¢l, ktefi jiz maji jednoho zdravého syna.
Sekvencni analyzou genu pacientky pro ATIC (dlouhé raménko chromozomu 2, exon
13) byla objevena posunova mutace na exonu 2 zplUsobena duplikaci/deleci (125-
129dupGGGAT; 130-132 delGCT). Posunova mutace na alele ziskané od matky
zpUsobuje nestabilitu mMRNA. Na druhé alele vexonu 13 byla nalezena mutace
zpusobena substituci adeninu za guanin (c. 1277 A-G), coz v proteinu vedlo
k substituci lysinu za arginin (K426R). Tuto alelu pacientka ziskala od otce [Marie et al.,
2004].

Fenotyp

Po narozeni se u pacientky vyskytla hypotonie, hypoglykemie a hyponatremie a
srdecni Selest. Postupné se zacala projevovat psychomotoricka retardace a ob&asné
kieCe. V 6-ti mésicich byla zjisténa vrozena slepota. V prvnim roce se u ni vyvijelo
poskozeni sitnice spolec¢né s o¢ni atrofii a byla pozorovana ezotropie. Ve véku 4 let
byly velmi napadné dismorfické rysy (vyrazné €elo, metopismus, brachycefalus, Siroka
usta s tenkym hornim rtem, nizko usazené uSi, napadny Kklitoris, splynuti malych
stydkych pysku) [Marie et al., 2004].

Diagnostika a lecba
AICA-Ribosidurii je mozno diagnostikovat screeningovymi testy (tenkovrstevna

chromatografie (TLC) s detekci Paulyho ¢inidlem [de Bree et al., 1986] a

spektrofotometricky Bratton-Marshall reakci. Diagnostika byla provedena technikou
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HPLC [Marie et al, 2004] a je mozna i technikou CE [Hornik et al., 2006].

V soucasnosti neexistuje adekvatni zpUsob lécby.

53.1.1 Metabolismus AICAr

Metabolismus AICAr byl studovan na liniich fibroblastl ¢inského kfecka (CHO)
kultivovanych v meédiu s pfidavkem ribosidu. AICAr pronika do buriky pomoci
membranovych transportérq, je transformovan na AICAR a pak dale na AICAR(DP) a
AICAR(TP). S ohledem na koncentraci AICAR v burice muze dojit ke dvéma efektiim.
V nizkych koncentracich (< 450 ymol-I"") zvysi flux PDNS ve prospéch adeninovych a
guaninovych nukleotidi. Ve vysoké koncentraci (nad 700 pmol-l"), odpovidajici
patofyziologii AICA-Ribosidurie, AICAR porusi rovnovahu pfemény SAICAR na AICAR,
coz zpuUsobi zpétnou reakci a syntézu SAICAR. Soucasné inhibuje ADSL a v burice se
akumuluji substraty SAICAR a S-AMP. Tyto jsou defosforylovany na ribosidy a
vylou€eny z bunky do télnich tekutin. Inhibice ADSL v misté pfemény S-AMP na AMP
dale podporuje degradaci IMP na hypoxantin [Sabina et al., 1985].

AICAR je svou strukturou velmi podobny AMP a to muze byt duvod, pro¢ obé
latky maji schopnost vazat se na aktivni misto enzymu. V této souvislosti velmi

diskutovanym enzymem je AMP kinasa (AMPK).

AMPK je ,downstream“ komponenta kinasové kaskady, heterotrimer
s katalytickou podjednotku a a regulaénimi podjednotkami 8 a y. Kazda z podjednotek
ma své izoformy (a., az, B1, B2, Y 1, Y2 @ Y3), které jsou exprimované v riznych tkanich
(jatra, sval srdeCni a kosterni). Regulaéni podjednotky B a y udrzuji stabilitu a aktivitu

AMPK. Podjednotka y je velmi ,citliva“ na posun rovhovahy AMP : ATP.

Aktivovana AMPK hraje dulezitou roli v udrZeni energetické homeostazy
v bufice. AMPK je aktivovana jakymkoliv stresem (otrava, patofyziologicky stres,
cviCeni, svalova kontrakce), ktery zpusobi pokles hladiny ATP (a sou€asné zvySeni
koncentrace AMP) v burice [Hardie, 2004]. Je schopna velmi rychle ,pfepnout’ mezi
anabolickymi (spotfeba ATP) a katabolickymi (produkce ATP) drahami ve snaze
vyrovnat deficit ATP. AMP kinasa muzZe byt aktivovana pouze tehdy, jestlize vy

podjednotka AMPK zméni svou konformaci tak, ze se dvé molekuly AMP navazi
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na dvé Batemanovy domény lokalizované na této podjednotce, coz zpusobi odkryti
aktivniho misto podjednotky a. Takto pozménéna AMPK je lepSim substratem pro
Lupstream“ AMPK kinasu (AMPKK), ktera fosforyluje aktivni misto a podjednotky a tim
stonasobné zvysi aktivitu AMPK [Kahn et al., 2005]

AMPK je kromé AMP aktivovana také AICAR, ktery je v jaternich burkach
pfitomny v dusledku patofyziologie onemocnéni AICA-Ribosidurie [Marie et al., 2004].
AICAR simuluje zvySenou hladinu AMP a soutézZi o volna vazebna mista podjednotky y
[Henin at al., 1996]. Aktivovana AMPK v jatrech inhibuje syntézu mastnych kyselin a
cholesterolu  prostfednictvim  acetylCoAkarboxylasy @ (ACC) a  3-hydroxy-3-
methylglutarylreduktasy (HMG) [Henin et al., 1996], coZz odpovida laboratornimu
obrazu pacientky s AICA-Ribosidurii.

AICAR také ovliviiuje dalSi AMP senzitivni enzymy. Nefyziologicka hladina
AICAR v jatrech inhibuje glykolyzu prostfednictvim hexokinasy, 6-fosfofrukto-1-kinasy a
zprostfedkované také 6-fosfofrukto-2-kinasy. Glukoneogeneze je v jatrech blokovana
v misté pfemeény fruktosa-1,6-bifosfatu na fruktosa-6-fosfat, kterou katalyzuje fruktosa-

1,6-bifosfatasa.

V téchto souvislostech se v dnedni dobé uvazuje o potencialnim pouziti AICAR
v |éCbé hyperlipidémie a hyperglykémie u pacientd trpicich cukrovkou typu I,
hypercholesterolemie a hypertriglyceridemie (Marie FV, disertacka). DalSi oblasti
intenzivniho vyzkumu, ktery je v sou€asnosti v prvni fazi klinického testovani, je mozny
pfimy neurotoxicky uc€inek AICAr na lidské neuroblastomické buriky [Garcia-Gil et al.,
2003]. Bylo prokazano, ze indukuje apoptdézu v endotelialnich burikach [Kim et al.,
2008] a osteoblastech [Kim et al, 2008] &i jeho vyuziti jako terpeutikum pro pacienty
trpici akutnim lymfoblastickou leukémii [Sengupta et al. 2007, Cronstein & Kamen,
2007].
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5.3.2 Deficit ADSL

Enzym ADSL

ADSL je homotetramerni enzym s velikosti kazdé podjednotky 52 kDa [Kmoch
et al., 2000]. Protein tvofi 484 aminokyselin [Spiegel et al., 2006].

ADSL katalyzuje 2 reakce - pfeménu SAICAR na AICAR v PDNS a dale pak
konverzi S-AMP na AMP v metabolismu purintd. Tento enzym ma jedno aktivni misto
s afinitou jak k SAICAR tak i S-AMP [Stone et al., 1993].

Defekt ADSL (McKusic 103050) byl objeven v roce 1984 [Jaeken and Van den
Berghe, 1984] u pacienta se znamkami autismu a psychomotorické retardace. Deficit
ADSL je autozomalné recesivni onemocnéni purinového metabolismu. Do sou€asnosti
je znamo vice nez 50 pacientl trpicich timto onemocnénim. Jak se stale jasnéji
ukazuje, deficit ADSL muze byt pomérné <castym onemocnénim, které bez

screeningovych programt neni diagnostikovano [Sebesta at al., 1997].

Klinické projevy

Deficit ADSL se projevuje vysokou koncentraci SAICAr a S-Ado
(defosforylované substraty enzymové reakce) v télnich tekutinach (mozkomisnim
moku, modi, plazmé). Vzdy se jedna o snizenou aktivitu ADSL, naprosta nefunkénost

pravdépodobné neni slucitelna se Zivotem [Spiegel et al., 2006].

Genetika

Gen kodujici ADSL je dlouhy 23 kb - ma 13 exond. Do dnesniho dne bylo
popsano 38 nejCastéji se vyskytujicich mutaci. Kazda mutace je ,single base pair
exchange®. VSechny jsou missense mutace kromé& dvou: a) mutace vytvarejici nové
splice misto a b) dochazi k deleci 39 paru bazi [Spiegel et al., 2006]. VétSina pacientu
jsou heterozygoti — kazdy z rodi€d ma jednu mutovanou a jednou normalni alelu.
Rodice jsou asymptomaticti. NejCastéji vyskytujici se mutace je R426H, pfesto s velkou

heterogenitou klinickych projevda.
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Fenotyp

Toto onemocnéni se vyznacuje velmi Sirokym spektrem klinickych projevd,
ve vétSiné pripadd se jedna o psychomotorickou retardaci (rGzné vaznou)
s autistickymi a epileptickymi pfiznaky. Mezi dalSimi jmenujme napf. neschopnost
oc¢niho kontaktu, vaznou hypotonii, abnormalni vyuzZiti glukozy v mozku, svalovou

slabost (Spatné vyuziti energie ve svalech).

Doposud nebyla prokazana korelace mezi genotypem a fenotypem. Nicméné je
znama zavislost vaznosti psychomotorické retardace na poméru koncentraci substratu
S-Ado/SAICAr. Deficit ADSL muzeme dale blize specifikovat na typ 1, kdy S-
Ado/SAICAr je blizky 1. To znamena, Ze aktivita ADSL je snizena k obéma substratim
stejné a to na 30 % své normalni aktivity. Pacienti s onemocnénim typu 2 maji aktivitu
ADSL snizenou k SAICAr na 30 % zatimco k S-AMP na 3 %. Pomér koncentraci
metabolitd S-Ado/SAICAr se tedy pohybuje v rozmezi 2 — 4. Obecné pacienti s timto
typem onemocnéni maji jen stfedni obtize. Do dneSniho dne neni znam vztah mezi
vaznosti psychomotorickych obtizi a hladinou SAICAr a S-Ado v télnich tekutinach,
pfipadné mozku. Spekuluje se o tom, Zze SAICAr mize mit toxicky efekt, zatimco S-

Ado ma ochranné ucinky [Spiegel et al., 2006].

Diagnostika a lé¢ba

Deficit ADSL je diagnostikovan jednoduchym TLC testem (detekce pouze
SAICAr) [de Bree et al,. 1986], spektrofotometricky Bratton-Marshall reakci [Laikind et
al., 1986] (Obr. 4). Dalsi metody vhodné pro diagnostiku deficitu ADSL jsou HPLC
[Sebesta et al., 1995] a CE [Gross et al., 1995]. Pro prenatalni diagnostiku je mozné
pouzit analyza amniotické tekutiny [Marie et al., 2000], kde jsou koncentrace SAICAr a
S-ado v tomto pFipadé milimolarni, v kombinaci s molekularni analyzou choriovych klku
[Race et al., 2000].

Prognoza je u pacientt variabilni - od novorozencu, ktefi zmiraji v mésici zivota

az po pacienty dozivajici se dospélosti. V souCasnosti vSak neexistuje adekvatni

zpusob lécby.
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Obrazek 4.: Schéma Bratton-Marshall reakce pro SAICAr. NEDA je N-1-

naftylendiamin.

5.3.3 Superaktivita PRPPS

Superaktivita PRPPS (E.C.2.7.6.1) se projevuje zvySenou tvorbou PRPP.
Dusledkem tohoto enzymového defektu je zvySena syntéza purinovych nukleotidd a
tim i kyseliny mocové (hyperurikémie, hyperurikurie) [Becker et al., 1987]. Do dnesniho

dne bylo diagnostikovano pouze 30 postizenych rodin, postizeni jsou pfedevsim muzi.

Genetika

PRPPS se vyskytuje ve 3 izoformach (PRPPS1, PRPPS2 a PRPPS3), z nichz
kazda je kédovana odliSnym genem. PRPPS 1 a 2 jsou kédovany na chormozomu X
(PRPPS1: Xqg22-q24 a PRPPS2: Xp22.2-p22.3) [Becker et al., 1990] PRPPS1 a
PRPPS2 jsou exprimovany ve vSech tkanich. PRPPS3 je kdodovan autozomalné a
exprimovan pouze ve varlatech [Taira et al., 1989]. Z vySe uvedenych variant je pfimo
se superaktivitou PRPPS spojovan gen PRPPS1 (bodové mutace znemozZni
allosterickou kontrolu PRPPS [Becker et al., 1995].

Mechanismus udéinku

Hovofi se o dvou zakladnich mechanismech, kterymi defekt probiha. Prvni je

tzv. regulacni, kdy PRPPS neni citliva ke svym allosterickym regulatorim — ADP, GDP.
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V téchto pfipadech se onemocnéni projevi u muzl jiz v détském veéku a klinické
symptomy jsou pozorovany i u heterozygotnich prfenaSecek [Becker et al., 1995].
Druhy — katalyticky - mechanismus vyplyva ze zvySené hladiny PRPPS1. Enzym
vykazuje nadstandardné vysokou reakCni rychlost. Jeho afinita k allosterickym

regulatorim zUstava nezménéna [Becker et al., 1996].

Fenotyp

Podle klinickych symptomu Ize pacienty se superaktivitou PRPPS rozdélit
do dvou skupin. V prvni skupiné pacientl se onemocnéni projevi jiz po narozeni nebo
v raném détstvi. Pacienti trpi neurologickym posSkozenim senzoroneuralni hluchotou
(m0ze se projevit také u zZen prfenaSecCek) [Becker et al., 1988]. U pacientd s mirnym
fenotypovym projevem se onemocnéni projevi az pfi dospivani nebo v rané dospélosti
a to jen u muzského pohlavi. U téchto pfipadd neni pozorovano neurologické
poskozeni [Sperling et al., 1972].

Diagnostika a lé¢ba

Diagnostika superaktivity PRPPS je zalozena na stanoveni kyseliny mocové.
Pro potvrzeni diagnozy je vyzadovano enzymové vysetfeni — méfeni aktivity PRPPS
v dialyzovanych erytrocytech a extraktu fibroblastl. Doplfujicim vySetienim je

hodnoceni allosterickych viastnosti enzymu ve fibroblastech [Torres et al., 1996].

Zakladem |é¢by je snizeni pfijmu purinovych nukleotidi (dieta) a omezeni
vzniku kyseliny mocové, ktera zplsobuje rozmanita poSkozeni organismu (allopurinol s
citratem draselnym). Lécba allopurinolem vSak bohuzel nezmirnila neurologické

poskozeni.

5.3.4 Deficit PRPPS

O deficitu PRPPS se hovofi v souvislostech s Artsovym syndromem [Arts et al.,
1993] a Charcot-Marie-Toothovy nemoci typu X5 (CMTX5) [Kim et al, 2005].
U pacientl s Artsovym syndromem byla odhalena bud nulova, nebo residualni aktivita
PRPPS1 v erytrocytech a fibroblastech [de Brouwer et al., 2007]. V pfipadé CMTX5
byla zjisténa CasteCna ztrata aktivity PRPPS1 ve fibroblastech [Kim et al., 2007].
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Genetika

U obou onemocnéni se jedna o deficit PRPPS1 formy enzymu. Ten je
zpusoben mutacemi ménici smysl kodonu. Stejné jako u superaktivity jsou postizeni
muzi, zeny byvaji asymptomatické prenasecky. Doposud byly popsany 3 postizené
rodiny [de Brouwer et al., 2007; Kim et al., 2007].

Klinické projevy

Pacienti s Artsovym syndromem maji celkové nizSi hladiny purinovych
nukleotidl, kyseliny mocové a v moc€i zcela chybi hypoxanthin [de Brouwer et al.,

2007]. Pacienti s CMTX5 vykazovali normaini hladiny kyseliny mocové v séru.

Fenotyp

Artsuv syndrom je charakterizovan pfedevsim mentalni retardaci, hypotonii,
ataxii, opozdénym motorickym vyvojem, poSkozenim sluchu, optickou atrofii a
nachylnosti k infekcim. U pacientd s CMTX5 byla zjevna trojici symptomu: ztrata
sluchu, poSkozeni zraku a periferni neuropatie. Pacienti, na rozdil od Artsova

syndromu, nebyli mentalné retardovani [Kim et al., 2005].

Diagnostika a lIé¢ba

Ani jedno z onemocnéni se neprojevuje laboratornimi nalezy. Pro diagnostiku
obou poruch je tedy nutné zméfit enzymovou aktivitu PRPPS1 v erytrocytech [de
Brouwer et al., 2007] nebo fibroblastech [Torres et al., 1996]. Doposud neexistuje

zpusob lécby.
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5.4

Enzymové defekty zachrannych cest purinového metabolismu

5.4.1 Deficit HGPRT

HGPRT (EC 2.4.2.8) je enzym zachrannych cest v purinovém metabolismu, ktery

je odpovédny za tvorbu IMP a GMP [Torres & Puig, 2007]. Substraty této konverze

jsou hypoxantin, guanin a PRPP.

Deficit HGPRT je vrozené X-vazané recesivni onemocnéni, jehoz jsou znamy

dvé formy:

uplna ztrata aktivity HGPRT je oznaCovana jako Lesh-Nyhan syndrom (LNS)
(OMIM 300322). LNS byl objeven vroce 1967 a pacienti jsou plné zavisli
na svém okoli, protoZze nemohou stat ani chodit. Projevuji se u nich kfece,
choreoatetosa a sebeposSkozujici chovani. U pacientl je také Casty vyskyt

megaloblastické anémie.

Castecny deficit HGPRT (OMIM 300323) (aktivita 0 —10 %) vykazuje podle miry
deficience variabilitu zavaznosti neurologickych projevll. Jsou znami jak
asymptomaticnti jedinci tak i jedinci se zvySenou hladinou kyseliny mocove,
ledvinovymi kaménky nebo trpici dnou. Tito lidé vedou normalni Zivot bez
omezeni dystonii. Lidé s vaznéjSim postizenim trpi koktanim, dysartrii, dystonii
a rlznym stupném mentalni retardace. VétSina vSak mulze chodit a vést
normalni Zivot, vramci svého postizeni. Nejvaznéji postizeni, u kterych ale
nebyl diagnostikovan (LNS), trpi zavaznou dystonii a jsou upoutani na vozik.
Jsou zavisli na pomoci okoli, ale neprojevuje se u nich sebepoSkozovani
[Torres & Puig, 2007].

Mechanismus ucinku

Vysoka produkce kyseliny mocové je zplsobena akumulaci hypoxantinu a

guaninu (dUsledku deficitu HGPRT), které jsou xantinoxidasou metabolizovany

na kyselinu mocCovou. Akumulace PRPP, ktery je kosubstratem HGPRT, zvySi rychlost

PDNS. Soucasné je také zvySena aktivita APRT, nebot nedochazi ke zpétnovazebné

inhibici enzymu metabolity IMP a GMP. U pacientt s LNS (nikoliv u ¢astecného deficitu
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HGPRT) dochazi k akumulaci AICAR v erytrocytech a AICAr v moci [Neychev et al.,
2004].

Patofyziologie neurologickych symptom0 a poruch chovani neni zcela objasnéna.
Jsou evidentni mozkové dysfunkce neutotransmitert u LNS. Moznych pficin je nékolik,
hovofi se o toxickém ucinku hypoxantinu, jehoZ vysoké hladiny byly naméfeny v CSF,
dysfunkce dopaminergniho neurotransmiterového systému ganglii nebo dusledku

zmén hladin nukleotidd.

Genetika

HGPRT je koédovana na dlouhém raménku X chromozomu v lokusech 26 —
27.2. Je znamo vice nez 300 mutaci s vysokym stupném variability. Byly popsany
delece, inzerce, duplikace a bodové mutace. Incidence deficitu HGPRT je popsana u
Spanélské populace 1 : 235 000 a u KanadanG 1 : 380 000. Pfestoze se jedna o
vrozené X-vazané recesivni onemocnéni, v poslednich letech jsou znamy pfipady zen
s LNS.

Fenotyp

Pacienti s HGPRT deficienci se narodili normalni. Jedny z prvnich pfiznaku
byvaji oranzové krystalky v plenach (poSkozeni mocovych cest). Nasleduji dalSi
pfiznaky jako ledvinové selhani, acidosa, zvraceni. Kolem 6 mésice je patrné
psychomotorické opozdéni (pokud je pfitomno), hypotonie a nekontrolovatelné pohyby,

neurologické poSkozeni. Sebeposkozovani se projevuje kousanim do rtu ¢i prstu.

Typicka je zvySena produkce kyseliny moCové — mohou byt pfitomny vSechny
symptomy, které jsou asociovany se dnou (akutni artritida, ledvinové kameny, mocove
kameny a onemocnéni ledvin). Neurologické projevy jsou variabilni v zavislosti
na stupni enzymového deficitu. Neurologické symptomy postihuji motorickou oblast
(kfeCe, choreoatetosa, dystonie, balismus). Pacienti s LNH trpi mirnou az stfedni
mentalni retardaci, ale inteligence je ve vétSiné pfipadl zachovana. U &aste¢ného
deficitu je stupen mentalni retardace variabilni, jejich inteligence je normaini, ale
snizena pozornost. Sebeposkozovani se vyskytuje pouze u pacientu s LNS, ale

u nékterych se tato porucha chovani nemusi objevit. V nékterych pfipadech jsou
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pacienti agresivni vuc¢i svému okoli. U pacientll s LNS se projevila megaloblasticka

anémie.

Diagnostika a lééba

Diagnostika je provadéna u pacientl s hyperurikemii, nadprodukci kyseliny
mocové, ledvinovymi kameny, zanéty ledvin a neurologickym postiZzenim. Deficit
HGPRT je diagnostikovan na zakladé biochemického vySetfeni (zvySena hladina
mocoviny, hypoxantinu a xantinu v plazmé a zvySena exkrece). Nasleduje enzymatické
vySetieni (méfeni enzymové aktivity ve fibroblastech nebo erytrocytech) a molekularni

analyza.

Vysoka hladina kyseliny mocové je regulovana allopurinolem (inhibitor XO),
¢imz byva predchazeno zanétim ledvin. V dospélosti mize byt podplrna lécba
allopurinolem kombinovana s kolchicinovou profylaxi. Kfe€e a dystonie mohou byt
mirnény benzodiazepiny a podavanim baklofenu. Benzodiazepin a karbamazepin
zlepSuji projevy chovani a uUzkosti. Neexistuje vSak zadna |écba, pouze podpurna.

Pacienti musi byt omezeni, aby si neublizili (dlahy, prsty).

5.4.2 Deficit APRT

APRT (EC 2.4.2.7) je druhym enzymem zachrannych cest purinového
metabolismu. Katalyzuje konverzi adeninu a PRPP na AMP a témito produkty je silné

inhibovan. Je pfitomen v mnoha tkanich, nejvyssi aktivitu vykazuje v jatrech.
Deficit APRT je bud CasteCny (25 % zbytkova aktivita) nebo uplny, kde je
enzymova aktivita neméfitelna. Heterozygoti mivaji 50 % aktivity APRT [Simmonds HA,

2003].

Mechanismus ucinku

Deficit APRT zpUsobi odbouravani nahromadéného adeninu
xantindehydrogenasou (XDH) pfes 8-hydroxyadenin (8-HA) na 2,8-dihydrohyadenin
(2,8-DHA), ktery je velmi malo rozpustny a tvofi hnédé krystaly podobné krystalim

kyseliny mocové nebo xantinu. Krystaly 2,8-DHA zpusobuji ledvinova selhani,
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makroskopickou hematurii, dysurii. Pacienti mohou trpét na bfisni koliky a infekce

mocové trubice. Ve vaznych pfipadech mohou byt pacienti v komatu.

Genetika
APRT je kodovan na dlouhém raménku 16 chromozomu v lokusu 24.3. Deficit
APRT je autozomalné recesivni onemocnéni. Je znamo vice nez 15 rdznych mutaci.
Mezi nejcastéjSi patfi (D65V) u homozygotl typu | v Islandské populaci a (M136T),
ktera se vyskytuje u 68 % homozygotnich pacientu typu Il. missense mutation Met 136

Thr. Incidence homozygotu je v rozmezi 1 : 250 000 az 1 : 33 000.

Diagnostika a Ié¢ba

Pacienti jsou diagnostikovani na zakladé pfitomnosti krystald 2,8-DHA v modi
(UV, IR, MS, rentgenova difrakce, HPLC na reverzni fazi, CE, MS/MS). Diagnéza je
potvrzena exkreci adeninu, 8-HA a 2,8-DHA (obvykle v poméru 1 : 0,03 : 1,5). Kromé
toho je také provedena enzymova zkouSka v erytrocytarnim lyzatu i inaktivnich
erytrocytech. Hladina 2,8-DHA je snizena podavanim allopurinolu. Pacienti podstupuiji

litotripsii a néktefi také transplantaci ledvin.
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6 KAPILARNIi ELEKTROFOREZA (CE)

Kapilarni elektroforéza je separacni metoda zalozena na rozdilné pohyblivosti
nabitych Castic v elektromagnetickém poli - elektromigraci. Je to metoda, ktera je velmi
vhodna k analyze latek purinového a pyrimidinového charakteru vzhledem K jejich UV-
absorbtivitt¢ a moznosti ionizace [Adam et al., 1999; Friedecky et al., 2007]. CE je
vyuzivana jako klinicky diagnosticka metoda. V této ¢asti prace jsou podany zakladni

charakteristiky a principy této techniky.

Pohyblivost €astic zavisi na velikosti naboje, tvaru molekuly, podminkach

prostiedi a sile el. pole.

6.1 Pohyblivost (mobilita)

Mobilita je definovana jako konstanta umérnosti mezi migrac¢ni rychlosti a
intenzitou elektrického pole (1). Pro elektromigracni metody je to zakladni veli€ina,
ktera urCuje déleni smési analytu.

u=viE (1)

Limitni mobilita je fyzikalni konstantou - neni zavisla na koncentraci sloZzek a

iontové sile, pouze na teploté a pouzitém rozpoustédle. Mobilita definovana pro urcitou
iontovou silu se nazyva aktualni pohyblivost pa«. Tato hodnota je jiz experimentalné

dostupna, ale nema charakter fyzikalni konstanty.

Pokud méfime mobilitu v nelplné disociovaném stavu, zavadime tzv. efektivni
mobilitu pe. Latka se bude v elektrickém poli pohybovat pomaleji, nez kdyby byla plné
disociovana. Analyty, které maji stejnou limitni pohyblivost (zcela disociovana forma)
se jevi jako nedélitelné. Tyto latky vS8ak mohou mit rizné disocia¢ni konstanty, tedy i
hodnoty efektivnich mobilit pfi vhodné zvoleném pH. Toho Ize vyuZit k uUspésSné

separaci (Obr. 5).

V teorii kapilarni elektroforézy Ize dale definovat tzv. zdanlivou pohyblivost Ygp,

ktera zohlednuje pfispévek elektroosmotického toku (EOF) a je dana vztahem
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v [
= 2
Hap E t.E @)

Map — zdanliva mobilita [m?s™'V-"]
| - celkova délka kapilary [m]

t - migracni ¢as analytu [s]

E - napéti [V]

Obrazek 5: Zavislost efektivni mobility na pH

6.1.1 Elektroosmoticky tok

Hlavnim pfispévkem konvektivniho toku kapaliny v kapilafe a je dusledkem
povrchového naboje kapilary. Povrch kfemenné kapilary tvofi silanolové skupiny. Ve
vodném prostifedi dochazi k disociaci téchto skupin a sténa kapilary tak nese zaporny
naboj. Tento efekt se projevuje predevSim pfi pH > 4. Kationty pfitomné v elektrolytu
tento naboj kompenzuji a vytvafi se tak elektricka dvojvrstva. PFi vloZzeni napéti dojde
k pohybu kationtd této vrstvy smérem k eletrodé s opacnou polaritou. Ve vodném
prostfedi dochazi k solvataci molekul, jez strhavaji celou objemovou fazi s sebou a
vznika EOF (Obr. 6). EOF ma v kapilafe plosny profil toku, coz je velka vyhoda

s ohledem na separaci latek.
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Obrazek 6: Schéma elektroosmotického toku v kapilare.

EOF je obvykle rychlejSi nez pohyb analytll a zplsobuje pohyb vSech molekul
ve stejném sméru bez ohledu na naboj. Za normalnich podminek sméfuje tok od anody
ke katodé. Kationty budou migrovat ke katodé jako prvni a diky rozdilnym mobilitam
dojde kjejich separaci. Dale budou detekovany latky neutralni. Tyto latky budou
unaseny EOF a v8echny budou mit stejnou mobilitu jako tok samotny, proto k separaci
nedojde. Anionty jsou pfitahovany k anodé, to znamena proti pusobeni EOF. Za
pfedpokladu, Ze jejich elektroforeticka mobilita je mensi nez mobilita EOF, budou
detekovany jako posledni (Obr. 7). V pfipadé, Ze jejich mobilita je vétsi, detekovany

nebudou vibec.

povrch kapilary
OO0
POEDOBEODDDD

S
m@

Obrazek 7: Schéma separace latek v CE

EOF se vyznamné projevuje pfipH > 4. Pokud je nutné pouzit pro méreni
prostfedi v kyselé oblasti pH, kde je EOF téméf zanedbatelny, je mozné vyuzit
kovalentniho nebo dynamického pokryti kapilary kationty, &imz dojde k obraceni toku —
generuje se tzv. reverzni EOF. Reverzni EOF je mozné vytvofit napf. pouzitim
modifikovanych kapilar se sulfonovymi skupinami. Tyto skupiny jsou disociovany

v Sirokém rozmezi pH. Sulfonylové skupiny nesou kladny naboj. Anionty v elektrolytu
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se tento naboj snazi kompenzovat a po vioZeni napéti dojde k tomu, Zze anionty difuzni
Casti elektrické dvojvrstvy migruji k anodé. Tim dochazi ke vzniku reverzniho EOF.
Reverzni EOF muze byt také vytvofen pridavkem tenzidu do separacniho pufru.
Pouziti tenzidu je alternativnim pfistupem pro vytvofeni dynamického pokryti stény
kapilary. Kationtovy tenzid interaguje s povrchem kapilary. Vytvofi se primarni vrstva,
ktera redukuje EOF. PFi dostatecné koncentraci interaguji dalS§i molekuly tenzidu svou
hydrofobni ¢asti s primarni vrstvou a vznika sekundarni vrstva, ktera nese kladny naboj
(Obr. 8).

i

Obrazek 8: Vznik reverzniho EOF pfidavkem tenzidu.

Elektroosmoticky tok zavisi na experimentalnich podminkach. Mnohdy je v3ak
pro separaci nezbytny, proto je tfeba jej kontrolovat. V tabulce 1 jsou uvedeny

nejdllezitéjsi faktory, které EOF ovliviiuji. Usp&sné separace se obvykle docili

optimalizaci jak EOF tak i mobility analytu.

Pro zjisténi velikosti (migracniho ¢asu) EOF se uziva tzv. EOF markert, coz jsou
nenabité latky, které Ize snadno detekovat. Pfi pouziti UV detekce tak mizeme pouzit
napfiklad aceton, benzen nebo mesityloxid. Nékdy je také pro zjisténi velikosti EOF

uzivano nastfiku vody (negativni odezva pfi 190 nm).
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Tabulka 1: Faktory ovlivinujici EOF

Proménna Dusledek Poznamky

Elektrické fi | E se | uéinnost; pfi 1 E =>
|E=> | EOF pri | I prit T

pole Joulelv ohfev

vhodné pro zménu EOF; mlze ménit
pH pufru | pH => | EOF a naopak _
naboj nebo strukturu analytu

o 11 =>1 Jouleliv ohfev; | | mozna
lontova sila 11=>| EOF
adsorpce analytu

Teplota zména viskozity n (2 %.K™) jednoducha kontrola instrumentalné
Organicka _ o

zména ¢ an (| EOF) zmeény komplexu, ovlivnéni selektivity
aditiva

adsorpce se na povrch variace popf. reverze EOF; zmény
Tenzidy _ .

kapilary selektivity

6.1.2 Analytické parametry
Analytické parametry v kapilarni elektroforéze jsou obdobné jako u kapalinové

chromatografie.

Mobilita a migracni ¢as

Migracni Cas t je doba, za kterou se analyt dostane k bodu detekce. Je dan
podilem migraéni vzdalenosti a rychlosti. Migraéni €as a dalSi experimentalni
parametry mohou byt pouzity k vypocCtu zdanlivé mobility analytu. V pfitomnosti EOF je
pak vysledna zdanliva mobilita dana souctem efektivni mobility analytu a mobility EOF.

Hap =Hor Thigor = Hop =Hap—Hpor (3)

Disperze
Disperze (rozptyl zény analytu) je definovana jako Sifka piku pfi zakladné w,
nebo v poloviné jeho vy3ky wi,. Aby byla separace uspésna, méla by byt disperze co

nejmensi.
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Pro Gaussovsky pik plati, Ze disperze je rovna &tyfnasobku rozptylu zony

w,=4.0 (4)
0 - standardni odchylka piku (v Case, délce, nebo objemu); veli€ina charakterizujici
parametr rozptylu zony. Protoze ¢ se méfi v jednotkach ¢asu, vyjadfuje se i Sifka piku

ve stejnych jednotkach.
Uginnost

Uginnost systému je vyjadfena po&tem teoretickych pater N kapilary

2
o

o

| - efektivni délka kapilary [m]

o - standardni odchylka piku

Uginnost je také zahrnuta ve vztahu pro vypodet vyskového ekvivalentu teoretického
patra H

1 _02
NTT ©)

N - pocCet teoretickych pater

| - efektivni délka kapilary [m]

Jak vyplyva ze vztahu (6), za idealnich podminek se uvazuje jako jediny
pfispévek k rozsifovani zéony v HPCE podélna difuze. Rozptyl zplisobeny proudénim
vzhledem k vlastnostem kapilary Ize zanedbat. V kapalinové chromatografii se u¢innost
vyjadfuje vztahem

2D./. L

2_ _
c°=2D .t= U (7)

D - difuzni koeficient analytu
Substituci rovnice (6) rovnici (7) dostavame vyraz pro pocet teoretickych pater v CE

pn, ULl o, EL
" 2D.L 2D (8)

36



Z rovnice (8) je zfejma vyhoda aplikace vysokého napéti. Analyt zUstava v
kapilafe kratSi €as a dochazi k mensi difuzi zén. Z rovnice také vyplyva, ze vétsi
molekuly (proteiny, DNA), které maiji nizky difuzni koeficient, budou vykazovat nizsi
disperzi nez malé molekuly a tedy vy$Si uCinnost. PocCet teoretickych pater Ize také
spocitat z elektroferogramu

2
N= 5,54-(L) 9)

Wi
t - migraéni ¢as [min]

w2 - Sifka v poloviné vySky piku [min]

Faktory ovliviiujici u¢innost

Disperzi v HPCE mohou kromé podélné difuze ovliviiovat také dal$i pfispévky
(Tab 2.).

Tabulka 2: Faktory ovliviujici u¢innost

Disperzni parametr Ovlivnéni systému

definuje hlavni omezeni u€innosti; analyty s nizkym dif.
Podélna difuze
koef. tvofi uzké zony

Jouletiv ohiev zpusobuje teplotni gradient a laminarni proudéni

délka nastfiku by méla byt mensi nez délka difuzi
Délka nastriku
kontrolované zény

Adsorpce vzorku interakce se sténou kapilary zplsobuji chvostovani piku

analyty s vySsi vodivosti nez pufr zpasobuiji frontovani
piki

Elektrodisperze e . 3 o
analyty s niZsi vodivosti nez pufr zpasobuji chvostovani

piki

Razna vyska nadobek  vytvari laminarni proudéni

Velikost okna detektoru ovliviiuje Sifku piku a Sum
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Rozliseni
Cilem v separaci je rozdéleni slozek vzorku. Rozliseni R Ize jednodusSe definovat

2(t,—t t,—t
2l o
w,tw, 4o

t -migraéni Cas [s]
w - 8itka piku [m]

o - standardni ¢asova odchylka

Citatel v rovnici (10) popisuje separaéni proces v podminkach rozdilné migrace a
jmenovatel popisuje disperzni procesy, které plsobi proti separaci. Separace ve
vysokoucinné kapilarni elektroforéze (HPCE) je primarné fizena ucinnosti narozdil od
chromatografickych technik, kde je d&j fizen naopak selektivitou. Vznikaji tedy velmi
ostré zény i pfi malych rozdilech v mobilitach (v nékterych pfipadech i méné nez
0,05 %). RozliSeni dvou slozek Ize také vyjadfit v zavislosti na ucinnosti systému:

_1 v (du
el

Substituci rovnice (8) do rovnice (11) dostaneme obvykle citovanou rovnici pro

rozliSeni, k jehoz vypoc&tu neni zapotfebi u€innost. Tato rovnice také zahrnuje ucinek

U 12
—) (12)

EOF na rozdéleni.

R:(Lll—\/z_)'(ﬁﬂ)' D7+ g

Selektivita

Selektivita je rozhodujici parametr pro uc¢innost separace. MlUze byt snadno

ovlivnitelna nap¥. zménou pH pufru, aditivy, koncentraci nebo teplotou.

Vybér pufru

Jeho sloZeni ma zasadni vliv na separaci. Pfi vybéru pufrl se fidime jejich
pufraéni kapacitou. Optimalni je, aby se pohybovala

» okolo jedné jednotky pH v oblasti svého pK. Pufry s vice disociaénimi

konstantami (fosfat, citrat) mohou byt pouzity ve vétSim rozsahu pH.
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e Pro snadnou UV detekci analytd by mél pufr vykazovat nizkou absorbanci
pfi dané vinové délce méfeni.
* SouCasné by mél mit nizkou vodivost, aby co nejméné ovlivhoval
generaci elektrického proudu a tim vznik Jouleova tepla.
Na druhé strané je zapotfebi nutné dodrZzet minimalné dvoufadovy rozdil ve
vodivostech pufru a analytu. Pufr Ize také pouzit pro vytvoifeni komplexu s analytem

s naslednou zménou selektivity.

pH pufru

Zména pH pufru muze ovliviiovat disociaci nebo protonizaci molekul analytt a
tedy i jejich efektivni mobilitu. Obzvlast dualezité jsou pro separace amfiontu
(aminokyseliny, proteiny), tedy latek, které Ize separovat na zakladé jejich

izoelektrického bodu (pl).

Teplota

Ackoliv je zakladnim cilem dosazeni konstantni teploty a redukce Jouleova
ohfevu, mlze se separacni proces optimalizovat také zménou teploty. ZvySeni nebo
snizeni teploty ma za nasledek zménu viskozity, EOF a €asu analyzy. Pfi zméné
teploty dochazi k ovlivnéni rovnovahy a chemické kinetiky separacniho déje, coz mize

také ovlivnit separaci.

Modifikace stény kapilary
Modifikace stény je alternativni feSeni pro omezeni adsorpce analytu. Ve vétsi
mife se pouzivaji dva postupy:
a) permanentni modifikace kovalentni vazbou nebo fyzikalné navazanou fazi

b) dynamicka deaktivace aditivem v pufru.

Pouziti aditiv

Tenzidy patfi mezi nejvice pouzivana aditiva v CE. Obecné se pouzivaji
kationtové, aniontové, amfiontové nebo neiontové tenzidy. Molekula tenzidu muize
pusobit jako rozpoustéci Cinidlo pro hydrofobni analyty, jako parovaci ¢inidlo nebo
modifikator stény kapilary. Dale muaze interagovat s analytem. Interakce mohou
probihat dvéma zpusoby:

- iontové interakce s nabitym koncem molekuly
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- hydrofobni interakce mezi nepolarnim fetézcem a hydrofobni ¢asti analytu
Koncentrace tenzid( nad kritickou micelarni koncentraci (CMC) mize vyznamné
zménit selektivitu. Vytvafi se tzv. micely, které umozriuji délit i hydrofobni nenabité

analyty. Tento systém se nazyva micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC).

Chirdlni _selektory se uzivaji pro separaci chiralnich latek v zonové kapilarni

elektroforéze. Mezi nejrozSifenéjsi selektory patfi cyklodextriny, cyklické ethery, soli
ZluCovych kyselin, makrocyklicka antibiotika a jiné. Selektivita je optimalizovana typem
a koncentraci chiralniho aditiva a také pfidavkem modifikatoru, jako jsou organicka
rozpoustédla, tenzidy, moCovina a kovové ionty. Cyklodextriny byly Uuspésné pouzity
také pro déleni polohovych izomérli, homologl a jinych smési strukturné podobnych
latek.

Organicka aditiva mohou pusobit na selektivitu separacniho procesu rdznymi

zpUsoby. Mechanismy pusobeni zékladnich typu aditiv jsou shrnuty v tabulce 3.
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Tabulka 3: Aditiva ovlivnujici selektivitu v CE.

Aditivum Priklad Zmény v systému
SDS, CTAB, TWEEN modifikace EOF, rozpousténi
Tenzidy hydrofobnich latek, parovani
iontd, zména systému na MEKC
MES, Tris, CAPSO zvysenim iontové sily, bez
Amfionty zvyseni vodivosti, ovlivnéni

selektivity proteinu

Linearni hydrofilni

Methyl celuléza, PVA,
PEG

redukce EOF, sniZuje adsorpci

analytu pfi nizké koncentraci, pfi

olymer
polymery vysoké koncentraci - CGE
MetOH, Acetonitril, zména EOF, zména selektivity
Organické
- TFA v MEKC
modifikatory

a chiralnich analyzach

Chiralni selektory

cyklodextriny, cyklické
ethery

chiralni separace, rozpousténi
hydrofobnich latek

Kovové ionty

K*, Na*, Cu?, Li*

zmeéna selektivity v MEKC a CGE

Latky tvorici H -

vazby

Modcovina

rozpousténi DNA v CGE,
rozpusténi proteiny, zména
selektivity v MEKC

Kvartérni aminy

diaminopropan

parovani iont(l, obraceni EOF
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7 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE (MS)

Hmotnostni spektrometrie (MS) je v sou€asnosti jedna z nejvice se rozvijejicich
metod analyzy. Své uplatnéni nachazi napfi¢ celym spektrem odvétvi a oblasti (ve
fyzice, chemii, enviromentalnich védach, medicing, farmacii, geologii a primyslu).
Pouziti MS pfeslo z oblasti diagnostiky dédiénych metabolickych poruch [Hartmann et
al., 2006; La Marca et al., 2006; Ito et al., 2000] do obecné klinicko-biochemické
diagnostiky a je Siroce vyuzivana pro analyzu léku, jejich metabolitl, vitamind,
enzymovych aktivit atd. MS spektra jsou cenné pfi kvantifikaci a studiu struktury
analyt(l. V této kapitole budou stru¢né popsany nejbéznéji pouzivané instrumentace v

klinické praxi.

Zakladni princip MS mlzeme shrnout do tfi ¢asti. V prvni jsou molekuly/atomy
analytu ionizovany (pfevedeny na nabité Castice v plynné fazi). Nabité Castice se dale
separuji podle poméru m/z kde m je molekulova hmotnost a z je naboj fragmentu.
Detektor zaznamena proud Umérny mnozstvi nabitych fragmentl a zaznam je
pfeveden do podoby MS spektra (zavislost m/z na intenzité odezvy). lonizované
fragmenty se pohybuji ve vakuu (10* — 10® torr) z duvodu zamezeni kolize

s molekulami vzduchu a mozné nezadouci fragmentaci [Ubik K, 2000].

7.1 lonizacni techniky

Mezi nejstarSi ionizaéni techniky patfi ionizace elektronem (EI). Zdrojem
elektron( je wolframova nebo rheniova katoda. lonizace zavisi na energii elektronu
(urychlovaci potencial) a také samotné molekuly (teplota analytu, tedy teplota
iontového zdroje). Pfevazna vétSina molekul ma ionizacni potencial 7 - 16 eV, jako
optimalni se pouziva 70 eV. Pfi tomto napéti vznikaji pfedevSim fragmentované ionty a
spektra poskytuji informaci o struktufe analyzované latky (vyhodou je knihovna spekter,
ktera umozniuje vyhledavat a porovnavat spektra analyzovanych latek). El se pouziva
pro latky v plynném stavu (vyhodné pro spojeni GC/MS), které nesméji byt termolabilni
a tékavé (nestabilita latky v El podminkach se projevi ztratou molekularniho piku ve

spektru).

Dalsi ioniza¢ni technika je chemické ionizace (Cl). Tato byva pouzita pro latky,

jez nejsou vhodné pro El (neposkytuji molekularni pik). Cl probiha v nékolika krocich.
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Nejprve je ionizovan reakéni plyn. Kombinaci El a iontové-molekularnich reakci se
utvofi stabilni ionty reakéniho plynu a tyto pak dale ionizuji molekuly analytu. Vznikaji
molekularni ionty [M+H]*, ale dochazi také k sekundarnim a tercialnim reakcim (adukty
s ionizacnim plynem). Mira fragmentace je ovlivhiovana volbou reakéniho plynu (jeho
ochoté poskytnout H*). Kazdy plyn ma své specifické vyhody pro urcité slouceniny.
Kromé methanu se pouziva izobutan, amoniak, voda, methanol a dal$i. Citlivost CI je

ovliviiovana volbou experimentalnich podminek.

V souCasné dobé jsou prfedevS§im GC/MS analyzatory vybaveny obéma
zpusoby ionizace (Cl + El). Z analyzy tak vytézime maximum informaci o analytu - El
poskytne intenzivni fragmentaci, zatimco chemicka ionizace intenzivni molekularni pik
[M+H]".

Pro latky, které nelze derivovat, jsou malo tékave, termicky labilni je vhodné
pouzit ionizace rychlymi atomy (FAB) a ionty (FIB). Analyt je nanesen na vzorkovaci
terCik, ktery je ostfelovan urychlenymi atomy nebo primarnimi ionty. lonizaci atomu
plynu (Ne, Ar, Xe, pro FIB Cs*) vznikne urychleny ion. Kolizi s neutralnimi atomy plynu
dojde k pfenosu naboje a urychleny atom pak dopada na matrici se vzorkem. Dochazi
k desorpci analytu z matrice. Latky takto ionizované poskytuji velmi intenzivni
molekularni nebo kvazi-molekularni pik, coz poskytuje informaci nejen o molekulové
hmotnosti analytu, ale také o jeho struktufe. Tento zplsob ionizace je vhodny pro
peptidy, cukry, glykosidy, oligonukleotidy, glykopeptidy, nukleosidy. ProtoZe se vzorek
analyzuje v kapalném stavu, je tuto techniku je mozné pouzit ve spojeni MS s LC,
HPLC, CE.

V souCasné dobé velmi vyuzivana technika ionizace je MALDI -
desorpce/ionizace laserem za uc€asti matrice. Vzorek se s matrici nanese na desticku,
necha se rekrystalizovat. Krystal pak absorbuje UV nebo IR zafeni, transformuje je na
excitani energii, kterou pfeda analyzovanym latkam, ¢imz dochazi k jejich ionizaci.
Jako matrice se voli organické aromatické slouceniny jako jsou napf.: kyselina
nikotinova, skoficova, 2,5-dihydroxybenzoova. Matrice musi byt ve velkém pfebytku.
Ostrelovanim krystalu dojde k tomu, Ze molekuly analytu i matrice pfejdou do plynného
stavu. Vznikaji vicenasobné molekularni ionty [M2+, M3+] a klastrové ionty vice
molekul [2M*, 3M"].
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MALDI rozsifila moznosti analyzy na molekuly (bilkoviny, oligosacharidy,
glykolipidy, oligonukleotidy) az do molekulové hmostosti 150 kDa. Je mozné ji provadét
také za atmosférického tlaku v proudu pfidavného plynu - N, - (AP-MALDI). AP-MALDI
je mékci ioniza¢ni technika nez MALDI a umozZrniuje analyzovat i labilni cukry a

proteiny. MALDI je obvykle spojen s TOF (bude popsano pozdéji).

DalSi zplsoby ionizace za atmosférického tlaku jsou elektrosprej (ESI) a
chemicka ionizace (APCI) - obé jsou nejpouzivanéjSi u spojenych technik - LC/MS,
HPLC/MS, CE/MS. Kapi¢ky roztoku z kolony jsou vstfikovany do proudu ohfatého
dusiku. Vlivem vloZzeného napéti vznikaji malé (20 nm) nabité kapiCky, které se
postupnym odpafovanim a coulombickym vypuzovanim pfeméni az na plynné ionty.
Tim se systém stava tepelné nezavisly, vhodny pro termosensitivni latky.
Nanoelektrosprej je prakticky zaloZzen na stejném principu, vhodny pro malé objemy

vzorku, které mohou obsahovat vétsSi mnozstvi soli nez ESI.

V pfipadé APCI je vstupni kapilara zahfivana, aby se urychlilo vypafovani
rozpoustédla. Vlivem koronova vyboje dojde ke vzniku chemicko-ionizaéni plazmy a
iontd [M+H]+. Spektra davaji informaci o velikosti molekuly, po optimalizaci velikosti
vstupniho napéti Ize ziskat i fragmentacni spektra. APCI je tolerantni k pufrim, je

mozné ionizovat vodné i bezvodé roztoky.

7.2 Analyzatory iontt
V souc€asné dobé se v hmostnostnich spektrometrech potkame nejCastéji s
kvadrupolem (Q), iontovou pasti (IT), analyzatorem doby letu (TOF) a jejich

vzajemnymi kombinacemi.

Separace iontd na kvadrupoélu probiha mezi 4 kovovymi ty¢emi, na kterych je
vlozené napéti (stejna polarita je na protilehlych tyCich) a superponovano stfidavé
radiofrekvenéni napéti. lonty letici polem osciluji a proleti jen ty s urcitou hodnotou m/z.
Castice s jinym m/z jsou z elektrického pole vyneseny ven. Rozli§ovaci schopnost Ize

ovliviiovat zménou poméru stejnosmérného a vysokofrekvenéniho napéti.
lontova past je v postaté uzavieny kvadrupdl. Sklada se z prstencové stiedni

elektrody s hypebolickym prifezem a dvou kruhovych elektrod s hyperbolickym

prifezem, které prstenec volné uzaviraji. Horni a dolni elektroda musi byt uzemnény a
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na stfedni prstenec je pfivedeno vysokofrekvenéni napéti s ménici se amplitukdou.
Amplituda na nizké hodnoté drzi ionty v pasti. Postupnym zvySovanim amplitudy jsou z

pasti vypuzovany ionty se vzrlstajici hodnotou m/z.

detektor

fragmenty s odpovidajicim m/z B

jontovy zdroj | |

|
I stiidavé a RF napéti

Obrazek 9: Schéma MS s kvadrupdélem.

Pruletovy analyzator (TOF) rozdéluje ionty na zakladé doby letu (Obr. 10). V iontovém
zdroji se periodicky vytvareji kratké pulzy iontd, které po urychleni potencialem V
ziskaji kinetickou energii a vstupuji do analyzatorové trubice délky I, kde se méfi jejich

Cas dopadu.

zV=m-v?/2 (13)
m - hmotnost iontu,

Vv - rychlost

V - urychlovaci potencial

Tim se zjisti rychlost podle vztahu

v=I/t. (14)
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Resenim rovnice vyplyva, Ze &im je ion lehgi, tim dfive dosahne kolektoru.

zm/v=2-V-£/P (15)
regulace
intenzity
e laseru \ laser
\ = / reflaklorowy linearni
o L detektor reflekter o akior
| o

desla se vzorkem

-

“"
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i - = ,
= =
&I ke
‘ B

- £
1 deflektor/ _
: iontova I |
urychlovaci brana -
napéti eleklrickd vakuove
Codky pumpy

Obrazek 10: Schéma MS s analyzatorem TOF.

7.3 Spojeni MS a separacnich technik

Spojeni MS a konkrétni separac¢ni techniky volime podle povahy analytl. Vybér
se odviji ze znalosti separacnich technik a jejich aplikaci. Spojeni plynové
chromatografie s MS (GC/MS) je vhodné pro stanoveni &i identifikaci latek tékavych.
NejCastéji se pro toto spojeni voli El (nosny plyn He, jehoz molekuly jsou ionizovany
urychlenymi elektrony nebo Penningovou ionizaci) a Cl, analyatory Q, UT, TOF, QqQ.
V soufasné dobé se pouzivaji pfedevsim kapilarni kolony, které eliminuji problém
rozdilného mnozstvi nosnych plynd a neni potfeba pouzivat separatory, které
odstranovaly jeho prebte€né mnozstvi. Identifikace se provadi na zakladé shody s

knihovnou spekter.

Spojeni kapalinové chromatografie s MS (HPLC/MS). Jako iontovy zdroj se
nejCastéji pouziva ESI a APCI (méné pouzivané APl a APPI, MALDI a El), kdy mobilni
faze se pfimo podili na ionizanim procesu. MS analyzatory pak nej¢astéji Q, QqQ, IT,
TOF.
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Spojeni CE s MS neni rutinni jako pfedesSla usporadani. Slouzi k separaci
iontovych latek. Pro detekci latek se voli UV/VIS detektor, LIF nebo vodivostni detektor.
U MS latky jsou nejCastéji ionizovany ESI, MALDI, FAB.
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EXPERIMENTALNI CAST
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8 MATERIAL A PRISTROJE

Acetanhydrid p.a., aceton p.a., y-amino-n-maselna kyselina (GABA), 2-amino-2-
methylpropan-1-ol, amoniak (NH,OH), butan-1-ol p.a., hexadecyltrimethylammonium
bromid (CTAB), diethylether nestabilizovany p.a., ethanol, kyselina (N-
tris[hydroxymethyllmethyl-4-aminobutansulfonova (TABS), kyselina trichloroctova
(TCA), kyselina octova, kyselina citronova, kyselina chlorovodikova (HCI), hydroxid
draselny (KOH), hydroxid sodny (NaOH), chlorid sodny (NaCl), chlorid draselny (KCI),
chlorid hofe¢naty (MgCl.), chlorid vapenaty (CaCl,), glukosa, kyselina borita (H;BOs3),
kyselina fosfore¢na (HsPO.), kyselina mravenéi (HCOOH), propan-2-ol p.a.,
sodiumdodecylsulfat (SDS), methanol (CH;OH), DOWEX 50WX, chlorid ciniCity
(SnCl,), trimethylsilylazid, hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3), oxid platicity (PtO.), N,N
“-dicyklohexylkarbodiimid, 2,3,5-tri-O-benzoyl-B-ribofuranosa, hydrogenfosforecnan
sodny (Na;HPO.,), dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH;PO,) uhli¢itan kraselny (K.CO3)
a dichlormethan byly zakoupeny od Sigma chemical Co., St. Louis, USA. 5-
aminoimidazol-4-karboxamidribosid (AICAr) byl zakoupen u spole€nosti Toronto

Research Chemicals Inc., North York, Canada.

Centrifuga SIGMA 1-13, SRN, ultrazvuk KRAINTEK 12, SR, lyofilizator
LABCONCO, CR, analytické vahy, kapilarni elektroforéza P/ACE 5510 s detektorem
diodového pole (DAD) (Beckman Instruments, Fullerton, CA) a ‘home made”
infrumentace, ktera se sklada s UV detektoru CE-957 (Jasco Corp., Tokyo, Japan),
zdroje napéti CZE 3000 HV (Spellman, New York, USA) a PC softwaru CSW 1.7
(DataApex, Praha, Ceska republika). Rotaéni vakuova odparka Hei-VAP Value,
Heidoph, pfipravna vody WERNER Reinstwassersysteme (SRN), ultrazvukova lazer
Kraintek 12 (SR), vortex IKA (SRN), analytické vahy A&D (Japonsko), pH metr Orion
Research (USA).
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9 POSTUPY A METODY

9.1 Priprava ribosidu

Formyilglycinamidribosid (FGAr) — defosforylovany substrat FGAMS - byl
syntetizovan ¢tyf-stupniovou syntézou [Shendel & Stubbe, 1986; Chu & Handerson
1970] z komeréné dostupné 2,3,5-tri-O-benzoyl-fB-ribofuranosy (Obr. 11). Prvnim
meziproduktem v pfipravé FGAr je 2,3,5-tri-O-benzoyl-f-ribofuranosyl azid [Camarasa
et al., 1980]. 3 g 2,3,5-tri-O-benzoyl-B-ribofuranosy byly rozpustény v 90 ml bezvodého
dichlormethanu. Postupné bylo pfidavano 0,1 ml SnCl, (mnozstvi SnCls bylo sniZzeno
na 1/10 vzhledem k uvedené literatufe) a 1,5 ml trimethylsylilazidu. Smés byla 3,5 h
intenzivné michana pod zpétnym chladi¢em opatfenym peletou NaOH - ochrana pfed
vzdusnou vlhkosti a CO,. Reakéni smés byla promyta 2x 50-ti ml vody, nasycenym
roztokem NaHCO;, opét vodou a vysuSena CaCl,. Dichlormethan byl odstranén na
rotacni vakuové odparce. Pfiprava azidu probéhla s 95%vytéZnosti. Pfevedeni do
formy aminu spocivalo v rozpusténi azidu z pfedchoziho kroku (uvazované mnozstvi
3 g) vbezvodém acetonu (120 ml) a pfidavku PtO, (150 mg). Tato smés byla
hydrogenovana H, po dobu 45 min, kdy reakce probéhla s 80% vytéZnosti. Amin
reagoval 3 h s formylglycinem (11 mmol-I") [Fischer & Warburg, 1906] v pfitomnosti
N,N’-dicyklohexylkarbodiimidem (8,7 mmol-I""). Vylou¢ena dicyklohexylmocovina byla
odstranéna filtraci, filtrat byl pro posledni krok syntézy zahustén na rotacni vakuoveé
odparce. Odstranéni blokujicich skupin v molekule bylo provedeno rozpusténim FGAr
(1 mmol-I") v methanolu a pfidavkem Cerstvé pripraveného methoxidu (0,05 mmol-I™"),
ktery vznikl rozpusténim 25 mg sodiku v 9 ml methanolu [Chu & Henderson, 1970].
Reakce blokovaného FGAr s methoxidem byla po 30-ti minutach zastavena pfidavkem
DOWEX 50WX8 (H* forma). Katex byl odfiltrovan a filtrat zahu$tén a zakoncentrovan
na vakuové rotaCni odparce. Latka byla rozpusténa ve 25 ml vody a 3-krat extrahovano

do etheru. Vodna faze byla odpafena do sucha. Finalni vytéznost reakce byla 50 %.
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Obrazek 11: Reakéni schéma pripravy FGAr.

(5-Aminoimidazol)ribosid  (Alr), odpovidajici defosforylovanému Sestému
meziproduktu PDNS, byl pfipraven z komeréné dostupného AICAr (Toronto Research
Chemicals Inc., North York, Kanada) alkalickou hydrolyzou a naslednou dekarboxylaci
[Groziak et al., 1997]. 1 g AICAr byl zahfivan v 6 mol-I" NaOH. Smés byla poté
ochlazena a pH bylo nastaveno na 4,7 ledovou kyselinou octovou. Spontanni
dekarboxylace probihala za probublavani argonem po dobu 18 hodin. Po odpafeni na
rotani vakuové odparce byl vzorek uloZen do exsikatoru. Cistota byla ovéfena

metodou CE, vytéZek syntézy byl 80 %.

(5-Amino-4-karboxyimidazol)ribosid (CAlr), odpovidajici sedmému
defosforylovanému meziproduktu PDNS, byl pfipraven alkalickou hydrolyzou
[Srivastava et al., 1974]. 1 g AICAr byl zahfivan v 6 mol:I" NaOH na 90 °C (Obr. 12).
Produkt sirupovité konzistence byl opakované rozetfen a dekantovan nejprve
s ethanolem a nasledné s methanolem. Hnédy pevny produkt byl ulozen do exsikatoru.

Vytézek provedené reakce byl 99%.
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Obrazek 12: Reakéni schéma pripravy CAlr a Alr.

[5-amino-4-(aspartat-N-karbamoyl)imidazol]Jribosid (SAICAr) byl pfipraven kolegy
z Ustavu dédiénych metabolickych poruch v Praze enzymaticky s pouzitim
rekombinantni adenylosukcinatlyasy [Zikanova et al, 2005] a byl nam laskavé

vénovan.

Syntéza (5-formamido-4-karbamoylimidazol)ribosidu (FAICAr), odpovidajiciho
pfedposlednimu defosforylovanému intermediatu PDNS, byla popsana ve dvou
publikacich [Mueller et al., 1981; Lukens & Flaks, 1963]. Nami provedena pfiprava dle
prvniho postupu [Mueller et al., 1981] nebyla Usp&sna, b&hem reakce neprobihala
formylace. Syntéza byla proto provedena podle druhého publikovaného postupu
[Lukens et al., 1963] (Obr. 13). 1 g AICAr byl zahfivan ve formylaéni smési slozené z
1,1 g NaOH, 13,6 ml kyseliny mraven¢i a 25 ml acetanhydridu. Vysledné produkty byly

lyofilizovany a uschovany v exsikatoru. VytéZek syntézy byl 50%.

o o o
I I I i
C. C C NaOH, .C_ + 2CH.COOH
he” Yo7 Nen 't HY NoH "TSH ’
H2N H2N
—0 CHO =0
HN I HN
7N O N /N
DA
|
Rib Rib
AICAr FAICAr

Obrazek 13.: Reakéni schéma pripravy FAICAr. AICAr reaguje s formylacni

smési (modra ¢ast) za vzniku FAICAr.
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9.2 Cisténi ribosid(i

CAIr a SAICAr neobsahovaly téméf zadné vedlejSi produkty. FAICAr byl
znecistén pouze vychozi latkou syntézy — AICAr. Alr obsahoval ze vSech
syntetizovanych ribosidl nejvice necistot. Oba tyto surové ribosidy jsme predistili na
katexu Dowex 50WX8 v NH.*- cyklu. Pfi Cisténi byl Zadany produkt FAICAr ziskan na
ionexové koloné jako nezadrzeny podil eluci vodou. V pfipadé Alr byl surovy produkt
nanesen na rekondiciovanou kolonu, ktera byla promyvana vodou a Cisty Alr byl pak
eluovan 1 mol-I" NH,OH. V obou pfipadech byly sbirany objemy v pofadi eluce,
jednotlivé frakce eluatd analyzovany kapilarni elektroforézou a frakce obsahujici
pozadovany produkt byly spojeny a lyofilizovany. Analyzy precisténych ribosidl jsou
uvedeny v kpt. 6.2.2 na obrazku 22.

9.3 Potvrzeni struktury pfipravenych ribosidu

Struktura syntetizovanych ribosidi byla potvrzena technikou tandemové hmotnostni
spektrometrie (AB SCIEX QTRAP 5500). Pro analyzu byly roztoky ribosidi nafedény
na koncentraci 0,1 pmol-I" 20 mmol-I" kyselinou mravenc¢i ve smési voda - methanol
(1:1). Roztoky byly davkovany pomoci syringe pumpy pfimo do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru. Byla zméFena hmostnostni spektra vS8ech studovanych
ribosidd a fragmentacni spektra molekulovych iontd. lontovy zdroj pracoval za
nasledujicich nastaveni: tlak ,curtain® plynu (Curtain Gas) 20 psi, tlak kolizniho plynu
(Collision Gas) "medium"”, napéti na vstupni kapilafe (lonSpray Voltage) 5500 V a tlak

zmlzujiciho plynu (lon Source Gas 1) 16 psi (zadznamy jsou uvedeny v kpt. 6.2.1).

9.4 Spektralni charakteristiky aminoimidazolovych ribosidu

Analyzy produktl syntéz a precisténych ribosidu byly provadény na pfistroji
P/ACE 5510 vybaveném spektrofotometrickym detektorem s polem diod (Beckman
Instruments, Fullerton, CA, USA). Separace probihaly za konstantniho napéti
s ndbéhovou napétovou rampou 30 sve vnitfné nepokryté kifemenné kapilafe o
vnitfnim priméru 50 pm a vnéjSim praméru 375 pm (Polymicro CE and CEC
Technologies, Phoenix, AZ, USA). Efektivni délka kapilary byla 20 cm a celkova délka
27 cm. Pro analyzy byla vyuzita dfive publikovand metoda [Adam et al., 1999].

Separace byly provadény pfi napéti 10 kV a teplot¢ 30 °C v mddu micelarni
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elektroforetické chromatografie v alkalickém zakladnim elektrolytu o slozeni 60 mmol-I”!
HsBO; — 80 mmol-I" dodecylsulfat sodny (SDS). Hodnota pH 9,6 byla nastavena
pomoci 2-amino-2-methyl-propan-1-olu. Pfidavek micelotvornych Cinidel byl zvolen s

ohledem na budouci pouziti pro analyzu biologickych tekutin s obsahem protein(.
9.5 Elektromigracni charakteristiky aminoimidazolovych ribosidu

Pfi studiu elektromigracnich vlastnosti ribosidl v zavislosti na pH byl kazdy
z ribosidd analyzovan kapilarni zénovou elektroforézou. Pfi analyzach byly pouzity
vySe popsané podminky, pouze s jinymi zakladnimi elektrolyty o rdzném pH, jejichz

sloZeni bylo vybrano podle hodnot pK (Tab. 4).

Tabulka 4.: Slozeni pufrd pro studium elektromigracnich viastnosti.

pH Slozeni pufru lontova sila
3 20 mmol-I"" kyselina citronova (pK1 3,13) - 0,8 mmol-I" CTAB 0,009
5 20 mmol-I" kyselina octova (pK 4,76) - 0,8 mmol-I" CTAB 0,014
7 20 mmol-I" kyselina fosfore¢na (pK. 7,21) 0,035
9 20 mmol-I" TABS (pK 8,90) 0,011

Nastaveni pH bylo provadéno titrovanim pufri roztokem NaOH. V pfipadé pH 3 a 5
by doba analyzy byla pfili§ dlouha, proto byl pfidan kationtovy tenzid
hexadecyltrimetylamoniumbromid (CTAB) v submicelarni koncentraci a experiment
probihal pfi obracené polarité. Pufry byly titrovany NaOH na pfislusnou hodnotu pH.
Tyto analyzy poskytly informace o elektromigraénich a spektralnich vlastnostech

studovanych latek. Efektivni pohyblivosti ribosidt byly vypoc&teny dle vztahu

Met = ( hla/ tanar "U ) = (b la/ teor -U') (16)

kde | je celkova délka kapilary [cm], /s je délka kapilary k detektoru [cm], fana j& migracni
Cas analytu [s], feor je migraCni Cas znacky elektroosmotického toku [s] a U je vloZené

napéti [V]. Pro stanoveni pohyblivosti elektroosmotického toku byl jako znacka pouZit

mesityloxid.
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ProtoZze nezname pfesnou koncentraci syntetizovanych ribosidl v analyzovanych
roztocich, vychazeli jsme pfi vypoCtu molarnich absorpénich koeficientl

z publikovanych hodnot a uvazovali vztah

&=Ac /A (17)

kde & je molarni absorpéni koeficient [I-mol”-cm™], €, je publikovany molarni absorpéni
koeficient pfi pH 7 [I'mol'-cm™], A« je korigovana plocha piku [mAU-cm], A, je
korigovana plocha piku pfi pH 7 [mAU-cm]. Korigované plochy pikd byly odecitany pfi
vinové délce, ktera je uvedena v literatufe [Mayer E, 1992; Laikind et al., 1986; Hards
RG, 1988; Szabados E, 1994].

9.6 Screening poruch PDNS pomoci TLC

Jako zdravé kontrolni vzorky byly pouzity moce 108 pacientd (62 muzl a 46 zen),
ve vékovém rozmezi 1 — 15 let (vékovy primér 4,8 let). Vzorky moci zdravych kontrol.
Mo¢ pacienta trpiciho defektem ADSL (muz, 5 let) byla laskavé vénovana Dr. Jakubem
Krijtem (UDMP, Praha).

Jednorozmérna tenkovrstevna chromatografie: 10 ul vzorku moci bylo naneseno na
startovni linii chromatografické celulosové desky a vyvijeno 2x ve smési butan-1-ol ,

kyselina octova, voda v poméru 4:1:1 [de Bree et al., 1986].

Dvourozmeérna tenkovrstevna chromatografie: 10 uL vzorku moce bylo naneseno na
startovni linii chromatografické celulosové desky a vyvijeno 2x ve smési propan-2-ol a
5 % hydroxidu amonného (4:1) v jednom sméru. Deska byla vysuSena (5 min, 40 °C) a
vyvinuta opét 2x ve druhém sméru v mobilni fazi butan-1-ol, kyselina octova, voda

(4:1:1) jak bylo uvedeno vyse [van Gennip et al., 1978].

Hydrolyza a detekce: Vyvinuté chromatogramy byly vysusSeny horkym vzduchem
cca 10 min a umistény do chromatografické vany s nasycenou kyselinou
chlorovodikovou. Desky byly exponovany 30 min. Po vyjmuti z par museji byt velmi
peclivé odstranény z chromatogramu opétovnym vysuSenim (10 min). Analyty byly
vizualizovany Paulyho Cinidlem (4,45 mg kyseliny sulfanilové ve 2,5 ml 10 % K.,COs)
[de Bree et al., 1986].
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9.7 Screening poruch PDNS pomoci Bratton-Marshall reakce.

Pro analyzy byly pouzity roztoky AICAr, FAICAr, CAlr a Alr o koncentraci
2.10*mol-I"". Z vysledného objemu bylo odebrano 500 ul vzorku a pfidano 50 pl HCI (4
mol-I") a 50 pl 0,1 % NaNO,. Smés byla inkubovana 3 minuty na ledu a nasledné bylo
pfidano 50 pl 0,5 % amidosulfonanu amonného. Po dalSich 2 minutach inkubace bylo
ke smési pfidano 50 pl 0,1 % NEDA. Zbarveni bylo méfeno po 5, 10, 20 a 30 minutach
od pfidavku barviva. Pfed spektrofotometrickou analyzou byl vzorek nafedén 1 ml
vody. Zbylych 500 ul bylo upraveno stejnym zplsobem, pouze pfed vlastnim

zpracovanim byl vzorek acetylovan 10 ul acetanhydridu po dobu 30 minut.

Vzorky u dosud nediagnostikovanych defektl byly simulovany pfidavkem 200 ul
ribosidu (10° molI") k 200 pl moci. Testovani vzorku Sumetrolimu byl proveden

analogicky simulaci realného vzorku, dal8i zpracovani bylo identické.

Vysledné roztoky byly analyzovany na spektrofotometru HP 8453 s detektorem
diodového pole (Hewlett Packard, Waldbronn, SRN) a osmikanalovou absorbéni celou.
Absorpéni spektra byla proméfena v rozsahu vinovych délek 190 - 1100 nm s pouZitim

kfemennych kyvet 100-QS majicich optickou drahu 10 mm (Hellma, Muallheim, SRN).

Ovéreni stability aminoskupiny ribosidd bylo provedeno technikou CE na
pristroji P/ACE s detektorem diodového pole (Beckman Instruments, Fullerton, CA).
Analyzy byly provadény za konstantniho napéti 10 kV s nabé&hovou napétovou rampou
0,5 minuty v nepokryté kiemenné kapilafe o vnitfnim praméru 50 um a vnéjSim 375 ym
(Polymicro CE a CEC Technologies, Phoenix, AZ, USA). Efektivni délka kapilary byla
20 cm a celkova délka 27 cm. Nastfik byl provadén tlakem (0,5 psi). Teplota kapilary
byla 25 °C.

Pro testovani pouzitelnosti provedeni Bratton-Marshall reakce z moéi nanesené
na filtracnim papife byly pouzity roztoky AICAr, FAICAr, CAlr a Alr o koncentracich 10
*mol-I". Roztok byl nanesen na papir ponofenim do roztoku, otfenim a naslednym
usuSenim horkym vzduchem. Pomoci dérovace stranek byly z papiru vystfihnuty 3
disky pro analyzu, tyto byly vyluhovany v 1 ml vody po dobu 5 min za stalého tfepani

na vortexu. Vysledny roztok byl analyzovan na spektrofotometru HP 8453.
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9.8 Diagnostika defektil PDNS analyzou erytrocytu.

Krev zdravych jedincd byla centrifugovana (900 g, 5 min). Po odstranéni
supernatantu byla peleta nativnich erytrocytd promyta fyziologickym roztokem.
Erytrocyty byly inkubovany v médiu (121 mmol-I" NaCl, 4 mmol-I" KCI, 5 mmol-|"
MgCl,, 10 mmol-I"* Tris-Hcl, 5 mmol-I"" glukoza) s pfislusnym ribosidem (1 mmol-I"") pfi
37 °C po dobu 15 min.

Lyza erytrocytd byla provedena zmrazenim nativnich erytrocyttd na -50 °C a

rozmrazenim pfi pokojové teploté. Lyzat byl inkubovan stejné jako nativni erytrocyty.

Erytrocytarni membrany byly pfipraveny hypotonickou lyzi nativnich erytrocyta v
0,103 mol-I"" Na;HPO4, 0,2 mol-I" NaH:PO, (pH 7,6) a naslednou centrifugaci (10 min,
1000 g, 4 °C). Bunécna peleta byla rozpusténa v médiu, které obsahovalo 6,24 mmol-I
' Na;HPQO4, 12,1 mol-I" NaH.PO, (pH 7,6), a jemné michana 20 min na ledové lazni.
Bunécna suspenze byla centrifugovana (10 min, 20000 g, 4 °C). Vrstva membran byla
rozpusténa v hypotonickém pufru (viz. vySe) a pfidana do roztoku ribosidu tak, abych
jejich vysledné koncentrace byly 5-10° mol-I", 5:10* mol-I", 2,5-10 mol-I"", 1-10" mol-I
', 5-10* mol-I", 1-10* mol-I". Roztoky byly inkubovany 19 h pfi laboratorni teploté za
mirného michani.

Stanoveni aminoimidazolovych ribosid(: Pfed vlastni analyzou byly bunky 3x
promyty fyziologickym roztokem a deproteinovany 1 mol/l kyselinou trichloroctovou a
30 s sonifikovany. Po centrifugaci byl supernatant extrahovan diethyletherem do
neutralni reakce. Ribosidy byly stanovovany pomoci kapilarni elektroforézy P/ACE

5510 s detektorem diodového pole.
Stanoveni ribotidd bylo provedeno na elektroforéze ,home made® s UV detektorem.

Separace probihala v pufru, ktery obsahoval 40 mmolI" kyseliny citronové -
0,8 mmol-I""CTAB — GABA (pH 4,0) [Friedecky et al., 2007].
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

10.1 Syntéza aminoimidazolovych ribosidu

Meziprodukty PDNS jsou ve formé& monofosfatd a jsou oznacovany jako
ribotidy. V zivych organismech PDNS probiha sledem biochemickych reakci bez
sebemenSich problémd. Pritomnost monofosfatu na ribosovém kruhu je
pravdépodobné jednim ze zakladnich prvkl nestability ribotidd v laboratornich

podminkach.

Meziprodukty prvni poloviny PDNS je mozné pfipravit enzymaticky, kdy
zdrojem pfislusného enzymu jsou nejCastéji Cerstva drlbezi jatra [Flaks & Lukens,
1963]. Zejména pro UcCely studia enzymu prvni poloviny PDNS byly pfipraveny
karbocyklicka analoga (ribosovy kruh je nahrazen cyklopentanovym kruhem)
aminoimidazolovych ribotidl [Liu & Caparelli, 1991]. Ackoliv je enzymy akceptuji, pro
studium patofyziologie enzymovych defektl prvni poloviny PDNS je nezbytné pracovat

s meziprodukty PDNS.

B-5-fosforibosylamin (PRA) je prvnim v fadé meziprodukti PDNS. Jde o latku
jejiz stabilita se odhaduje na nékolik vtefin [Liu et al., 1991, Nierlich et al., 1961].
Kromé enzymatické pfipravy PRA [Reem, 1974] byla popsana také chemicka syntéza
pfimo z ribosa-5-fosfatu a amoniaku, nicméné vytéznost reakce byla pouze 10 - 30 %
[Lukens & Flaks, 1963]. Alternativni pfiprava byla popsana jako hydrogenace
ribosylazidu [Carrington et al., 1964], jehoz OH skupiny jsou chranény a vytvafi tak
isopropylidenovy derivat. Nicméné jde spiSe o Uvahu nez o vlastni postup pfipravy
slou¢eniny PRA. D-ribosylamin - defosforylovany PRA - byl autory pfipraven [Tipson,
1961] s 91 % vytéznosti reakci D-ribosy s amoniakem v methanolu. A¢koliv se autor o
stabilité D-ribosylaminu v publikaci nezmifiuje, da se oCekavat, Zze na rozdil od PRA
bude tento ribosid stabilni. Pfesto nebyl syntetizovan, nebot neni mozné nami
dostupnymi analytickymi metodami ovéfit Cistotu syntetizovaného produktu ani jej

identifikovat (pro MS je m/z molekuly malé a analyzy MS jsou diskutabilni).
FGAR je sloucenina, jejiz struktura se zda byt v ribosidické formé stabilni. Byla
popsana nekomplikovana chemickd syntéza s vytéZznosti 60% [Schrimsher et al.,

1986], podle které byl nami ribosid pfipraven. Vybaveni LDMP v8ak nebylo vhodné pro
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tuto organickou syntézu, byl FGAr syntetizovan ve vyzkumné laboratofi pod vedenim
prof. Ing. Pavla Hradila, CSc. Na zakladé faktu, ze formylova skupina podléha
hydrolyze, mGze byt FGAr vhodnym substratem pro syntézu GAr (kysela hydrolyza).
Jako monofosfat maze byt GAR pfipraven v 10-ti krocich jako barnata sul s celkovou
vytéZnosti pouze 23% [Chettur & Benkovic, 1977] a také 7-stupfiovou syntézou s 15 %
vytézkem [Boschelli et al., 1989]. V obou pfipadech pravdépodobné vznikne smés

izomeru a a B. V zivych organismech enzym pfijme jako substrat poze [3-formu.

FGAM ma kromé& monofostatu ve své struktufe dalSi nestabilni prvek -
amidinovou skupinu. Z tohoto duvodu je FGAM obecné povazovana za chemicky
labilni latku [Schrimsher et al., 1986], ktera nebyla pfipravena jinak, nez enzymaticky
[Lukens et al., 1963, Levenberg & Buchanan, 1956]. Na zakladé téchto informaci se da
usuzovat, ze také pfiprava FGAM v ribosidické formé& bude znacné komplikovana, a

proto jsme se o chemickou syntézu nepokouseli.

Kromé SAICAr byly popsany chemické syntézy vSech zbylych meziproduktt
druhé poloviny PDNS v ribosidické formé&, vychozi latka spoleCna véem syntézam je

AICAr (komer¢né dostupna chemikalie).

10.2 Vlastnosti studovanych latek

Béhem premény ribosa-5-fosfatu na IMP vznika 10 meziproduktd ve formé
monofosfatu. Pokud rozdélime PDNS na dvé Casti, pak latky v jeji prvni poloviné
nemaji uzavieny imidazolovy kruh — na fosforylovaném ribosovém kruhu je navazan
alifaticky Fetézec. Absence aromatického cyklu v molekule znemoZzZnuje latkam
absorbovat UV zafeni a tudiZz je nelze stanovit metodami s UV detekci (CE, HPLC,

TLC, spektrofotometrie). Jedina metoda schopna latky identifikovat je MS.
Latky druhé poloviny PDNS maji ve své molekule uzavieny aromaticky kruh, coz je

vyhodné pro jejich stanoveni jakoukoliv vhodnou separacni technikou s UV detekci
(CE, HPLC).
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10.2.1 MS charakterizace aminoimidazolovych ribosid(

Na zakladé MS spekter byla potvrzena molekulova hmotnost analyzovanych
ribosidu. Také fragmentace odpovida teoretickym ztratam skupin a zanikim vazeb v
molekulach (Obr. 14 - 20). Stabilni fragment tvofi imidazolova ¢&ast, fragment
odpovidajici ribosovému zbytku ve spektrech nebyl nalezen (je pfitomen pouze ve
spektru FGAr).

Z nize uvedenych zaznamu je ziejmé, ze molekuly obsahujici imidazolovy kruh
fragmentuji podobnou cestou. Vazba mezi N imidazolu a C ribosy zanika a ve
spektrech se objevuji stabilni fragmenty imidazolové €asti. Nestabilni je aminoskupina
na imidazolovém kruhu, kterd se z molekuly odstépi jako NHs;. Pik s hodnotou m/z 110
je s nejvétsi pravdépodobnosti fragment imidazolového jadra s karboxylem. Cim je
molekulova hmotnost mensi, tim hlfe jsou spektra interpretovatelna. FGAr fragmentuje
velmi podobné jako latky druhé poloviny PDNS. Ve spektru GAr je mnoho pikd, ktera
nelze snadno a jednoduse vysvétlit. Nicméné molekularni pik a dva vzniklé fragmenty

identitu slou€eniny potvrzuiji.
MS spektra jsou uzite€na pro diagnostiku enzymovych defektd separacni

technikou ve spojeni s MS detekci. Zvlasté pak u ribosidi analogickych prvni poloviné

PDNS, kde jina technika neni mozna.
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Obrazek 14: Hmotnostni spektrum Alr. Molekularni pik Alr v inicidlnim spektru (A)

ma hodnotu m/z 216. Pik s m/z 84 v produktovém spektru (B)

aminoimidazolové ¢asti molekuly.

odpovida
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Obrazek 15: Hmotnostni spektrum CAlr. Molekularni pik CAlr ma v inicidlnim
spektru (A) hodnotu m/z 260. Pik s m/z 128 v produktovém spektru (B) odpovida
aminoimidazolové &asti molekuly po pferuSeni vazby mezi ribosou a imidazolovym
jadrem. m/z 110 pak odpovida imidazolové ¢asti molekuly bez hydroxy skupiny, ktera

se odstépi jako molekula vody.
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Obrazek 16: Hmotnostni spektrum AICAr. Molekularni pik AICAr v inicialnim spektru
(A) ma hodnotu m/z 259. Pik s m/z 242 v produktovém spektru (B) odpovida AICAr bez

aminoskupiny, ktera se odstépi jako NHs. m/z 126,8 odpovidd aminoimidazolovému

zbytku molekuly. m/z 110 pak odpovida imidazolové &asti molekuly bez amino skupiny,

ktera se odstépi jako NHs.
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Obrazek 17: Hmotnostni spektrum FAICAr. Molekulovy pik FAICAr ma v inicialnim

spektru (A) hodnotu m/z 287. Pik s m/z 155 v produktovém spektru (B) odpovida

aminoimidazolovému zbytku molekuly. m/z 138 je pravdépodobné fragment FAICAr

bez amidoskupiny, ktera se odstépi jako NHs. m/z 110 pak odpovida imidazolové &asti

molekuly bez amino skupiny, ktera se odstépi jako NHs.
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Obrazek 18: Hmotnostni spektrum SAICAr. Molekulovy pik SAICAr ma v inicialnim
spektru (A) hodnotu m/z 375. Pik s m/z 243 v produktovém spektru (B) odpovida
aminoimidazolovému zbytku molekuly. m/z 110 pak odpovida imidazolové ¢&asti

molekuly bez aminoskupiny, ktera se odstépi jako NHs.
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Obrazek 19: Hmotnostni spektrum FGAr. Molekulovy pik FGAr ma v inicialnim
spektru (A) hodnotu m/z 235. Pik s m/z 217 v produktovém spektru (B) odpovida FGAr

bez molekuly vody. Fragment s m/z 103 je alifaticky fetézec po odstépeni ribosy.
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Obrazek 20: Hmotnostni spektrum GAr. Molekulovy pik GAr ma v inicialnim spektru

(A) hodnotu m/z 207. Pik s m/z 133 v produktovém spektru (B) odpovida ribosovému

zbytku, 73 pak zbyvajici ¢asti molekuly.
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10.2.2 Elektromigracni a spektralni charakteristiky aminoimidazolovych ribosida

Pro vyvoj diagnostické metody je nezbytné analyzovanou latku z pohledu
pouzité techniky charakterizovat. VSechny meziprodukty druhé poloviny PDNS jsou
schopny za uréitych podminek nést naboj a tedy byt stanoveny technikou HPCE, ktera
se v laboratofi dédiCnych metabolickych poruch pouziva, mimo jiné, k diagnostice

enzymovych defektl purinového metabolismu.

V této kapitole bude popsano, jak pH prostfedi ovliviiuje disociaci a protonizaci
ionogennich skupin analytu (pfi kterém pH se latky chovaji jako nabité molekuly). Miru
ionizace a velikost naboje vyjadfuji hodnoty efektivnich elektroforetickych pohyblivosti

analytl, které jsou prezentovany v tabulce 5.

Tabulka 5: Efektivni pohyblivosti (ues -10° [m*V's]) imidazolovych ribosidu

v zavislosti na pH pri teploté 30 °C.

Ribosid pH 3 pH 5 pH7 pH9
Alr 22,2 15,9 0 0
CAIr 4,9 0 -15,3 -15,5
SAICAr 0 0 -23,4 -22,8
AICAr 55 0 0 0
FAICAr 0 0 0 -3,0

Ve struktufe Alr se pfipH < 5 protonizuje aminoskupina vazana na
imidazolovém kruhu a v této oblasti pH se tedy Alr chova jako kationt. CAlr ma ve své
struktufe kromé aminoskupiny také karboxylovou skupinu. Pfi pH 3 se chova jako
kationt, ale pfi pH 5 je nenabity (migruje s elektroosmotickym tokem). PfipH > 5 se
chova jako aniont, nebot” karboxylova skupina je plné disociovana a aminoskupina neni
protonizovana. Dalsi zvySovani pH disociaci neovliviiuje. SAICAr ma ve své strukture
dvé karboxylové skupiny a pfipH > 7 se prokazatelné chova jako aniont. AICAr
obsahuje aminoskupinu a amidovou skupinu. PfipH < 3 se chova jako kationt, pfi
vy$8im pH jiz nenese zadny naboj. Jinak je tomu u FAICAr, kde je aminoskupina
chranéna formylovou skupinou, a proto se neprotonizuje. Pfi pH = 9 disociuje

enolforma aldehydové skupiny a FAICAr se chova jako aniont.
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Kromé elektromigracnich vlastnosti se méni i vlastnosti spektralni. Hodnoty
molarnich absorp¢nich koeficientll ve spektralnich maximech ribosidd analyzovanych
pfi rGzném pH jsou uvedeny v tabulce 6. Na obrazku 21 jsou uvedena UV spektra
studovanych ribosidt pfi pouzitych pH. U SAICAr a AICAr se pfi pH < 3 zvySuje
absorbance v oblasti 245 nm. U CAlr se vyznamné& ménila UV spektra v zavislosti na
pH. Pfi pH 3 jsou zfejma dvé absorpéni maxima. Se snizujicim se pH se zvySuje
absorbance v oblasti 243 nm. Pfi pH 7 splyvaji obé maxima do jednoho v oblasti 253
nm, které se s rostoucim pH neméni. U Alr se projevuje absorp&ni maximum smeérem k
niz§im vinovym délkam s rostoucim pH. Naopak spektra FAICAr zlstavaji pfi vSech

hodnotach pH stejna.

Tabulka. 6: Molarni absorpéni koeficienty & [I-mol’-cm™] imidazolovych ribosid.

Ribosid A [nm] pH 3 pH 5 pH7 pH9
Alr 260 5969 4735 2400 7769
CAIr 260 7531 8281 10080 8912
SAICAr 270 24605 32180 13300 30347
AICAr 267 9844 11270 12600 9557
FAICAr 248 4798 4216 6590 4477

Spektralni charakteristiky ribosidd jsou uzite€né pro vSechny diagnostické nastroje
modernich laboratofi, které vyuzivaji UV detekci (CE, HPLC, spektrofotometrie,
CE/MS, HPLC/MS).
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Obr. 21. Zavislost spektralnich vlastnosti imidazolovych ribosidu na pH; a: pH 3,
b:pH5,c:pH7,d: pH9.
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Obrazek 22: Analyza precisténych imidazolovych ribosidu kapilarni micelarni
elektrokinetickou chromatografii. Zakladni elektrolyt: 60 mmol-I"" H;BO; + 80 mmol-I
' SDS, upraveno na pH 9,6 pfidavkem 2-amino-2-methyl-propan-1-olu; vnitfni/vnéjsi
pramér kiemenné kapilary 50/375 um, efektivni/celkova délka 20/27 cm, napéti 10 kV,
proud 45 PA, teplota 30 °C.
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10.2.3 Klinické aplikace pro diagnostiku enzymovych defektll v PDNS

10.2.3.1 Tenkovrstevna chromatografie

Ve druhé poloviné PDNS jsou doposud diagnostikovany 2 enzymové defekty
(ADSL, ATIC). Tyto se projevuji akumulaci substratd defektnich enzymd v télnich
tekutinach v ribosidické formé. Na zakladé pfedpokladu, Ze mechanismus enzymovych

defektl je identicky u doposud neobjevenych, byla vyvinuta TLC diagnosticka metoda.

Princip detekce Paulyho €inidlem je reakce azo-skupiny diazotovana kyseliny
sulfanylové s volnou amino-skupinou aminoimidazolovych ribosidl. Kysela hydrolyza
byla pouzita z dudvodu negativnhi odezvy FAICAr (amino-skupina neni volna, je
blokovana). Dikladné odpareni HCI z chromatogramu pfed detekci Paulyho &inidlem
je velmi dulezité, protoze barvici reakce neprobiha v kyselém prostfedi. Studované
ribosidy jsou zbarveny v odstinech modré barvy, zatimco ostatni slozky nativni modi

jsou zbarveny do Zluta, oranzova a Cervené (histidin, tyrosin).

}
L

Obrazek 23.: Schéma detekce ribosidu Paulyho cinidlem. R1 je CONH; (pro
FAICAr a AICAr), COOH (pro CAIr), CONHCHCOOHCH,COOH (pro SAICAr), H (pro
Alr); R2 = COH (pro FAICAr) a H (pro AICAr, SAICAr, Alr, CAlr); Rib znamena ribosa.

Na jednorozmérném chromatogramu, s vyjimkou FAICAr, maji velmi podobny
retenéni faktor (Obr. 24), coz nedovoluje ribosidy vzajemné odlisit. Tato metoda je vSak
vhodna jako screeningova. Ackoliv se jedna o feknéme "nemoderni" separacni
techniku, je jednoduchad, finanéné nenaroCna a umoznuje novorozenecky screening.
Dvourozmérna TLC (Obr. 25) latky od sebe separuje a je mozné je jednoznacné

identifikovat. Reten¢ni faktory jsou uvedeny v tabulce 7.

Vhodnéjsi nez spojeni jednorozmérné TLC s dvourozmérnou je spojit ji s
analytickou technikou (CE, HPLC, MS), kde na zakladé UV (MS) spekter je mozné
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latku jednoznacné identifikovat a stanovit pro potfeby diagnostiky. TLC pojme velky

objem analyzovnych vzork(li a analyticka technika se pak dale zabyva pozitivnim,
pfipadné podezielym vzorkem.

Tabulka 7: Retencni faktory studovanych latek.

Ribosid 2D
1D - <
1.smér 2.smér
Alr 0.50 0,75 0,31
CAlr 0.45 0,11 0,27
SAICAr 0.32 0,05 0,43
AICAr 0.56 0,5 0,48
FAICAr 0.35 0,1 0,28

1D je jednorozmérna TLC a 2D je dvourozmérna TLC.

AICAr  FAICAr CAIr Alr SAICAr

Obrazek 24: Chromatogram jednorozmérné TLC.
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Obrazek 25: Chromatogram dvourozmérné TLC.
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10.2.3.2 Fotometrie s vyuzitim Bratton-Marshall reakce

Bratton-Marshall reakce byla v minulosti pouzivana pro stanoveni SAICAr u
pacientl s ADSL deficitem. Metoda je zaloZzena na stejném reak&nim principu, jako je
tomu u detekce ribosidd na tenké vrstvé pomoci Paulyho ¢&inidla. To znamena
diazotace v prvnim stupni a ve druhém kopulace s vhodnym ¢inidlem. V pfipadé

Bratton-Marshallovy reakce se jedna o NEDA ( N-1-naftylethylendiamin) (Obr. 4).

Pfed provedenim této metody je tfeba vénovat pozornost pacientové nasazené
I[éCbé. V pfipadé, ze uziva léky s obsahem sulfonamid(, musi byt Bratton-Marshallové
reakci pfedfazena acetylace provedena pfidavkem acetanhydridu do reakéni smési.

Acetylace blokuje aminoskupiny sulfonamidu a potlaci jejich pozitivni odezvu na NEDA.

sulfamethoxazol trimethoprim
CH,
NH

O, O — 2
%Ey o OCH3

\ﬂ ~\V N| X

A
HN HN N OCH3

OCHj

Obrazek 26: Strukturni vzorce hlavnich sloZzek Sumetrolimu.

V této kapitole bude popsano pouziti této metody pro stanoveni

aminoimidazolovych ribosidl prvni poloviny PDNS.

Experiment byl rozdélen do dvou &asti. V prvni byla ovéfena stabilita ribosidl v
prostfedi acetanhydridu a ve druhé pouZitelnost metody pro vdechny syntetizované

ribosidy.

Stabilita syntetizovanych ribosidl byla ovéfovana kapilarni elektroforézou.
Béhem 60 min, kdy byly ribosidy inkubovany s acetanhydridem, byla pozornost
zaméfena na posun elektromigraéniho €asu, absorpéniho maxima a zméné tvaru

spektra. U AICAr nedochazi v kyselém prostfedi k zaniku Zadné vazby a acetylace jej
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nikterak neovliviiuje (Obr. 27). CAlr v kyselém prostfedi podléha rozkladu na Alr, ktery
se je v prostfedi acetanhydridu stabilni (Obr. 28 a 29). U FAICAr by se dalo oCekavat,
Ze se odstépi karbonylova skupina a vznikne AICAr, v zaznamu se v8ak pik AICAr

neobijevil.

Metoda byla odzkouSena na v8ech zminovanych ribosidech (AICAr, FAICAr,
CAlr, Alr) a Iéku Sumetrolim, jehoZz soucasti je interferujici sulfonamid. Ve vSech
pfipadech, s vyjimkou FAICAr, byla reakce s NEDA pozitivni. AICAr a sulfonamidy
reagovali za vzniku purpurového zbarveni, coz nasvédcCuje, ze absorbuji svétlo o stejné
vinové délce. CAlr se barvi oranzove, Alr témér Zluté. Pfedfazeni acetylace potlacuje
reakci NEDA se sulfonamidy (Obr. 31) a pfitom ponechava vysledky reakci ribosidu
beze zmény, pouze u CAIr se prohloubi Zluty odstin (Obr. 32, 33, 34). Pfi€inou je
CasteCna dekarboxylace CAIr vlivem kyselého prostiedi a vznik smési CAlr + Alr.

Absorpcni maxima studovanych latek shrnuje tabulka 8.
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Obrazek 27: Pribéh acetylace AICAr v ¢ase. (a) kontrolni vzorek, (b) O min, (c) 10
min, (d) 15 min, (€) 20 min, (f) 30 min a (g) 60 min v prostifedi acetanhydridu.
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Obrazek 28: Prubéh acetylace Alr v ¢ase. (a) kontrolni vzorek, (b) O min, (c) 10 min,

(d) 15 min, (e) 20 min, (f) 30 min a (g) 60 min v prostfedi acetanhydridu.
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Obrazek 29: Prubéh acetylace CAIr v ¢ase. (a) kontrolni vzorek, (b) O min, (c) 10

min, (d) 15 min, (e) 20 min, (f) 30 min a (g) 60 min v prostfedi acetanhydridu.
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Obrazek 30: Prubéh acetylace FAICAr v c¢ase. (a) kontrolni vzorek, (b) 0 min, (c) 10
min, (d) 15 min, (€) 20 min, (f) 30 min a (g) 60 min v prostifedi acetanhydridu.

Tabulka 8: Absorpéni maxima produktu B-M reakce.

stanovovana latka Amax [nM]

bez acetylace s acetylaci
Alr 495 495
CAlIr 545 520
AICAr 540 540
FAICAr - -
Sumetrolim 540 540
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Obrazek 31: Zaznam spektrofotometrického stanoveni Sumetrolimu. Na obrazku

je vidét potla¢eni odezvy analytu vlivem acetylace.
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Obrazek 32: Zaznam spektrofotometrického

AICAr, Cervena kiivka - AICAr s moci.
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Obrdzek 33: Zaznam spektrofotometrického stanoveni Alr. Cerna kfivka - Alr,

éervena kfivka - Alr s modi.
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bez acetylace E s acetylaci
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Obrazek 34: Zaznam spektrofotometrického stanoveni CAIr. Cerna kiivka - CAlr,

éervena krivka - CAlr s moc¢i.

Na zakladé zkuSenosti z optimalizace TLC metody pro FAICAr bylo uvazovano
o0 kyselé hydrolyzy latek prostfednictvim HCI. Acetanhydrid neni dostate¢né silnou
kyselinou na to, aby se odstépila karbonylova skupina FAICAr. Bylo uvazovano o
provedeni zkousky analogicky tenké vrstvé. To znamena na filtracni papir nanést
vzorek studované latky, suchy papir ponechat v parach HCI a po vyluhovani provést
Bratton-Marshall reakci.

Z pohledu laboranta (€i zdravotniho personéalu) by méla byt manipulace se
vzorkem co nejsnaz8i. Objem vzorku naneseného na papirek musi byt co mozna
nejvétsi, nebot’ bude zpétné vyluhovan, coz znamena jeho nafedéni. Vzhledem k tomu,
Ze se jedna o vodny roztok, je suSeni pomérné zdlouhavé. Proto jsme zvolili nasledujici
zpusob naneseni - filtracni papir ponofit do roztoku a ususit. Timto zplisobem se na
papir nanese priblizné 300 g moci. Zpusob nanaseni vzorku na papir vzlinanim mél za

nasledek velky rozptyl v koncentracich ribosidu.

Pro analyzu je nutné, abychom testovali vzdy stejny vzorek. Na testovaném
vzorku AICAr jsme doSli k zavéru, Ze pokud jsou koncentrace ostatnich ribosidu v
pfipadé enzymového defektu v koncetracich fadové 10 mol-I", pak bude dostadujici
pouziti min 3 ter¢ikd. Po vyluhovani byla ji§téna koncentrace fadové 10° mol-I",
pficemz meze detekce pro AICAr stanoveny Bratton-Marshal reakci jsou fadové 1-10°

mol-I"".
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Také pusobeni par HCI zplsobovalo velky rozptyl v koncentracich. U vzorku
FAICAr sice byla pozitivni odezva, nicméné u Alr, ve srovnani s puvodnim vzorkem,
byla odezva nesrovnatelné nizSi. To opét potvrzuje fakt, ze Alr je v kyselém prostiedi
nestabilni a napovida tomu, Zze nelze vyvinout stejny postup pro vSechny testované

ribosidy.

Provedeni analyzy moci pacienta uchované na papirku muze slouzit jako
orientaéni screeningovy test, pro presné stanoveni ribosidi v moci je vSak

nevyhovujici.
Z tohoto divodu se naSe uvahy ubiraly smérem prevést kyselou hydrolyzu

ribosid pomoci HCI do roztoku. Tato metoda je podrobné popsana a validovana v

diplomové praci mé diplomantky Hany Kratschmerové z roku 2009.
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10.2.3.3 Diagnostika enzymovych defektt s vyuZitim erytrocyt.

Dfive zminéné moznosti diagnostiky pfedpokladanych i potvrzenych
enzymovych defektd byly navrzeny pro vzorky moci pacientd. V nasledujici kapitole je
studovano, zda krev (erytrocyty) pacienta jestejné vhodnym materidlem pro
diagnostiku. Pfedpokladany mechanismus transportu analytd do erytrocytd je

znazornén na Obr. 35).

jaderné buriky erytrocyty

PDNS

Nt <4 Ns
Nt €4 Ns

v

zachranné
zachranné

cesty biologické

tekutiny
moc¢

Obrazek 35: Schéma transportu analytu do erytrocyti. Nt jsou nukleotidy, Ns pak
nukleosidy. Pomoci nukleotidovych transportérii jsou schopny defosforylované

metabolity pfechazet do télnich tekutin a nasledné jsou z organismu vylu€ovany moci.

V této kapitole bude popsana simulace patofyziologické situace znamych i
dosud nepopsanych enzymovych defektld inkubaci erytrocytl s defosforylovanymi
meziprodukty druhé poloviny PDNS - Alr, CAlr, SAICAr, AICAr a FAICAr.

Experiment byl rozdélen do tfi dil€ich ¢asti. V prvni byly ribosidy inkubovany s
erytrocytarnimi membranami a analyzovan jejich intracelularni obsah. Cilem bylo zjistit,

zda jsou ribosidy schopny prostoupit membranou. Z analyz vyplynulo, ze pouze AICAr
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a FAICAr jsou schopny prostoupit pfes erytrocytarni membranu (u membran
inkubovanych s CAlr, Alr a SAICAr nebyly tyto latky detekovany).

Ve druhé &asti experimentu byly ribosidy inkubovany s erytrocytarnimi lyzaty a
tato smés byla poté analyzovana. Cilem bylo zjistit, jak enzymy nativnich erytrocytu
transformuji ribosidy, které jsou schopny membranou prostoupit. Pouze v analyzach
erytrocytarnich lyzat inkubovanych s AICAr byl kromé samotného ribosidu detekovan

také jeho monofosfat. AICAr podléha fosforylaci.

Tabulka 9: Koncentrace AICAR, AICAR(DP) a AICAR(TP) v intrucelularnim

obsahu erytrocytu.

prostupujici latka koncentrace (umol-I™)
AICAR 239
AICAR(DP) 66,5
AICAR(TP) 36,1

Ve ftreti Casti experimentu byl analyzovan intracelularni obsah nativnich
erytrocytd inkubovanych s jednotlivymi aminoimidazolovymi ribosidy. Analyza
intracelularniho obsahu nativnich erytrocytd inkubovanych s AICAr ukazala na
pfitomnost samotného ribosidu i jeho monofosfatu (stejné jako u lyzatd). Kromé toho
byl ve vzorku detekovan také difosfat a trifosfat. V erytrocytech inkubovanych s FAICAr
byl nalezen pouze AICAr. Vysvétlenim pro tento nalez mize byt bud pfitomnost AICAr
jako nedistoty ve vzorku FAICAr a jeho preferencni transport nebo mozna enzymaticka
konverze FAICAr na AICAr. V analyzach erytrocyt inkubovanych s CAlr, Alr a SAICAr

nebyla detekovana Zzadna z téchto latek ani jejich fosforylované formy.

Z téchto zjisténi vyplyva, Ze analyza erytrocytl je uzitena pouze pro AICA-
Ribosidurii. Na rozdil od AICAr, ktery prochazi membranou erytrocytd a uvnitf je
fosforylovan na di a tri fosfat, ostatni ribosidy nejsou schopny membranou prostoupit.
Proto, pokud bychom uvaZzovali screeningovy test, ktery by postihl co nejvice moznych
defektl, je bezesporu je nejvyhodnéjsi jej provést z moc€e (v zavislosti na dostupném

laboratornim vybaveni od TLC az po MS).
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11 ZAVER

Tato prace shrnuje poznatky o defektech PDNS, meziproduktech této
metabolické drahy a moznostech jejich diagnostiky. Z prvni poloviny PDNS byl
pfipraven FGAr a jeho kyselou hydrolyzou GAr. Pro latky druhé poloviny PDNS jsou v
praci uvedeny postupy jejich syntéz, podrobné popsana jejich hmotova spektra,

spektralni a elektromigracni charakteristiky.

VySe zminéné poznatky byly vyuzity pfi vyvoji jednoduchych metod vhodnych
pro screening pfipadnych enzymovych defektll. Metoda tenkovrstevna chromatografie
umozhiuje postihnout pfipadné enzymové defekty 2. poloviny PDNS. PfedloZzena prace

také popisuje diagnostiku enzymovych defekttl PDNS analyzou &ervenych krvinek.
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