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Dédicné metabolické poruchy (DMP) jsou onemocnéni
zpusobena mutacemi v DNA. Ddasledkem mutace
nejCastéji vznika nefunkéni protein, ktery nemdze plnit
svou funkci, coz ma negativni dopad na cely organismus.
NejCastéji postizenymi proteiny jsou enzymy, jejichz
posSkozeni muze zpuUsobit jednak hromadéni latek, které
mohou byt pro organismus toxické, nebo nedostatek latek
pro organismus esencialnich. Tyto poruchy jsou cCasto
nevylécitelné a lécba spociva pouze v mirnéni projevu
a pfiznaku.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo vyvinout a validovat
metodu pro diagnostiku vybranych DMP. Vzorky moci byly
analyzovany pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Detekce celkem
32 markert DMP probihala v negativnim modu na zakladé
skenovani produktl rozpadu molekularniho iontu. Do
metody byly zafazeny predevSim latky purinového,
pyrimidinového a kreatinového metabolismu. Byla
provedena validace metody a aplikace na realné vzorky
moci. Metoda byla uvedena do rutinniho provozu
v Laboratofi dédi¢nych metabolickych poruch Oddéleni
klinické biochemie ve Fakultni nemocnici Olomouc.
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1. Dédiéné metabolické poruchy

1.1. Vznik

Dédi¢né metabolické poruchy (DMP) jsou onemocnéni metabolismu zplsobena
mutacemi DNA. Jedna se pfedevSim o bodové mutace, pfi kterych dochazi k zaméné
jednoho nukleotidu za jiny (tranzice a transverze), dale se vyskytuji inzerce Ci delece
(tzv. posunové mutace) a také pfemisténi nebo abnormalni opakovani jednoho i vice
nukleotid(l. Defektni transkripci a translaci tak vznika nefunkéni protein, ktery podle své
dllezitosti a ulohy v organismu zpusobi vice ¢ méné zavazné projevy daného
onemocnéni. Také mohou vzniknout napf. defektni mRNA &i siRNA, které pak
nemohou spravné regulovat expresi gend. Mutované proteiny mohou byt rGznych
povah a struktur. Nej¢astéji jsou to enzymy, onemocnéni je pak zplsobeno
hromadénim substratu, nedostatkem produktu nebo vznikem alternativniho produktu.
Postizeny mohou byt téZ krevni proteiny (napf. hemoglobin), membranové proteiny,
kdy nasledna zmeéna tvaru buriky muze zpusobovat atypické interakce s okolim, dale
také bunécné receptory, proteiny tvofici iontové kanaly &i regulaéni proteiny (Racek
et al., 2006).

VétSina DMP se fadi k autosomalné recesivhim onemocnénim, vzacné
se objevuji i onemocnéni dédi¢na autosomalné dominantné ¢i gonosomalné recesivné

a dominantné, jsou znama i onemocnéni s mitochondrialni dédicnosti.

1.2. Projevy a lééba

DMP jsou zavaznymi onemocnénimi, ktera maji negativni vliv na duSevni
i télesny vyvoj a projevy ditéte i dospélého. Jejich nasledkem muize byt v fadé pfipadd
i smrt jedince v novorozeneckém C¢&i pozdéjSim détském véku. Neékteré poruchy
se ov8em projevi az v dospélosti (Hajek et al., 2000).

NejCastéjSimi projevy u novorozencu jsou malformace, mikrocefalie,
hypotermie, kfeCe, apnoické pauzy a porucha saciho reflexu. DoZije-li se jedinec
star§iho détského ¢i dospélého véku, objevuji se vady fe€i, mentalni retardace,
opozdéna puberta, opozdéni psychomotorického vyvoje, podrazdénost, poruchy
védomi, hyperaktivita, sebepoSkozovani, posSkozeni zraku a sluchu. U nemocnych
byvaji Casté vrozené srdecni vady, atypicka stavba kostry, problémy s ledvinami

&i myopatie (Stastna, 2008).
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Lécba DMP nemusi byt vzdy znama ¢&i dostupna, byva velmi specificka
a nakladna. Casto se jedna pouze o symptomatickou |é&bu, kterd zmirfiuje projevy
onemocnéni (napf. kfeCe), ale jelikoZz se jedna o onemocnéni geneticky dana
a chronicka, je léCba jako takova obtizna. Je-li dostupna, liSi se podle druhu
onemocnéni. V pfipadé, Ze nemoc vyvolava hromadici se substrat popf. vedlejsi
produkt, aplikuje se dieta se snizenym pfijmem substratu, je-li problémem nedostatek
produktu, je nutno potravu o néj obohatit. Krajnim feSenim mulze byt transplantace
organd.

Zacala se také pouzivat genova terapie. Vubec poprvé byla pouzita v roce 1990
u dvou déti trpicich deficitem adenosindeaminasy (ADA) (Blaese et al., 1995), ktery
zpUsobuje tézké poskozeni imunitniho systému, konkrétné T lymfocytld. Détem byly
odebrany bilé krvinky, byly do nich vneseny funk&ni kopie genu ADA a po potvrzeni
exprese byly tyto krvinky vraceny do télniho obéhu. Tento zplsob genové terapie
se u vétSiny takto lé€enych pacientd osvédCil, i kdyz mél své nevyhody — omezenou
délku zivota bilych krvinek a také kratkodobou schopnost exprese vneseného
transgenu ADA. U pacientl s deficitem ADA byla také vyzkouSena genova terapie
vyuzivajici kmenové buriky. V souCasné dobé se genova terapie neustale rozviji

a pfinasi nové zplsoby lécby nejen DMP (Bordignon et al., 1995).

1.3. Diagnostika

Postupné se vyvijejici moznosti diagnostickych postupl v lékafstvi vSeobecné
umoziuji rychlejsi a komplexné&jsi uréeni diagnézy pacienta a tudiz i v€asné nasazeni
dostupné 1éCby. Dnedni védecké postupy umoziuji testovat a zkoumat v podstaté celé
lidské télo a snahou je, aby vySetfeni bylo co nejjednoduseji proveditelné a co nejméné
zatizilo pacienta.

| proto je vySetieni télnich vymeéskl a tekutin dostupnym a béZznym zpusobem,
jak objasnit abnormalni stav organismu. VysSetfeni télnich tekutin bylo vibec jedno
z prvnich, které bylo v ramci Iékarskych postupl provadéno. Pohledem, Cichem ¢i chuti
byly zjiStovany odliSnosti mezi zdravymi a nemocnymi. JelikoZ pfi DMP obecné defekt
néjakého enzymu zplsobi hromadéni substratu ¢&i vedlejSiho produktu v télnich
tekutinach &i tkanich, je tento zplsob diagnostiky pouzivany i pro DMP. Pouzivaji

se predevsim krev (nebo jeji slozky), mo¢, mozkomi$ni mok, pfipadné slzy a pot.

Diagnostiku DMP muzeme rozdélit do dvou ¢asti — na novorozenecky screening

a selektivni screening.
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1.3.1. Novorozenecky screening

Dfive byla rozSifena predstava, ze DMP jsou tak ojedinélymi onemocnénimi,
Ze se s nimi prakticky Iékaf v podstaté nesetka. S rozvojem vyzkumu a diagnostickych
technik se vSak DMP dostaly do povédomi nejen Iékaft, ale i vefejnosti a dnes patfi
mezi bézné diagnostikovana onemocnéni. SvédCi o tom i jejich zafazeni
do novorozeneckého screeningu.

Zahajeni systematického screeningu fenylketonurie v Ceské republice je
datovano do roku 1975 (Votava et al., 2010). Postupné se k nému pfidavala dalSi
onemocnéni a v soucasné dobé probiha novorozenecky screening 13 onemocnéni,
z nichz 10 patfi kK DMP. Konkrétné to jsou nékteré z poruch metabolismu aminokyselin
a mastnych kyselin (Tab. 1). Pro vétSinu téchto onemocnéni plati, Zze porucha se
projevi brzy po narozeni, Casto akutni atakou, je proto dllezité rychle nemoc
diagnostikovat a zacit slébou (Hoffman et al., 2006 a). Prevalence téchto

13 onemocnéni je v Ceské republice 1:1200 (Votava et al., 2010).

Tab. 1: Onemocnéni zafazend do novorozeneckého screeningu v Ceské republice. Poruchy
metabolismu aminokyselin (1. oddil), organické acidurie (2. oddil), poruchy metabolismu
(3. oddil) a transportu (4. oddil) mastnych kyselin, ostatni onemocnéni (5. oddil). Podle
Www.novorozenecky-screening.cz.

Pouzivany nazev onemocnéni

Fenylketonurie, hyperfenylalanemie
Leucinosa

Glutarova acidurie
Izovalerova acidurie

Deficit acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin (MK) se stfedné dlouhym retézcem
Deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasy MK s dlouhym fetézcem
Deficit acyl-CoA dehydrogenasy MK s velmi dlouhym Fetézcem

Deficit karnitinpalmitoyltransferasy |
Deficit karnitinpalmitoyltransferasy Il
Deficit karnitinacylkarnitintranslokasy

Kongenitdlni hypotyreosa (vrozena snizena funkce stitné zlazy)
Kongenitdlni adrenalni hyperplazie (vrozena nedostatecnost tvorby hormon( v nadledvinkach)
Cysticka fibrosa (vrozena porucha tvorby hlenu)

Kazdému narozenému ditéti je odebran z patiCky vzorek krve v podobé krevni
skvrny, ktery je nasledné na specializovanych pracoviStich vySetfen na pfitomnost
markerd DMP, jeZ jsou do novorozeneckého screeningu zafazeny. Celkové riziko
onemocnéni nékterou z téchto 10 poruch je 1 : 4 000 (Votava et al., 2010). Pokud trpi
dité poruchou, ktera neni diagnostikovana v tomto screeningovém programu, neni

vétsinou ihned odhalena. Po urcité dobé (dny az mésice) se u né&j zaCnou projevovat
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zpravidla velice obecné a nespecifické symptomy, které mohou byt povazovany
za projevy jiného onemocnéni. Nebo muze byt také jedinec hospitalizovan po nahlém
ataku, kdy se nemoc projevi velice nahle a silné.

Novorozenci ¢asto po nékolika hodinach, kdy se zda byt vSechno v poradku,
upadaji do kématu a je nutno je napoijit na plicni ventilaci. V kojeneckém véku se DMP
projevi nejCastéji neprospivanim, nechutenstvim, zvracenim. V ojedinélych pfipadech
se po jednorazovém ataku onemocnéni v détstvi objevi dal§i symptomy az ve starSim
détském véku ¢&i v dospélosti. V jakémkoli véku také mohou nastat akutni stavy
i u lécenych pacientd (Hoffman et al., 2006 a). V téchto pfipadech pfichazi na fadu

selektivni screening.

1.3.2. Selektivni screening

Toto oznaceni zahrnuje velky soubor raznych specifickych testi a vySetfeni,
které se provadi u pacientl s podezfenim na nékterou z DMP.

Nejcastéji aplikovanym pfistupem je diagnostika na urovni metabolitu. Vysetfuji
se konkrétni znamé markery pfisluSnych onemocnéni. Byla vyvinuta fada metod
vyuzivajicich rizné technické a analytické pfistupy. Jednotlivé pfistupy se lisi podle
typu onemocnéni, povahy analytu a matrice, ve které je stanovovan. Mezi vyuzivané
techniky se fadi kapilarni elektroforéza, tenkovrstevna chromatografie, kapalinova
a plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie a radiochemické ¢€i imunologické
testy.

Diagnostika na urovni enzymu ¢i DNA je rovnéZ mozna, ale je aplikovana velmi
individualné a po konzultaci s odbornikem (Stastna, 2008).

Je tfeba podotknout, Ze dllezitou soucasti stanoveni diagnézy je znalost
rodinné anamnézy, tedy onemocnéni rodi€u nebo jinych pfibuznych, podobné pfiznaky
u ostatnich sourozenct &i jejich umrti v novorozeneckém nebo kojeneckém véku.
ZvySenou pozornost je tfeba vénovat také téhotnym Zzenam s DMP, protoze
heterozygotni plod muze byt poSkozen vysokym mnozstvim toxickych metabolitl z téla
matky. Je-li u nastavajicich rodi¢l prokazatelné stanovena diagnéza, je mozno plod
prenatalné vySetfit na danou poruchu. K vySetfeni se pouziva plodova voda,
kultivované buriky plodové vody, fetalni krev, buriky choria nebo placenty (Hajek et al.,
2000).

Pokud dojde k nahlému umrti pacienta z nejasné pfiCiny a pfiznaky by mohly

poukazovat na DMP, doporuluje se provést postmortalni diagnostika. Zamrazi se jiz

-14 -



odebrany material, uschovaji se vSechny dostupné informace, nékdy se pfistupuje

i k postmortalnimu odbé&ru vzork( tkani pro dalsi vySetfeni (Stastna, 2008).

Dédi¢né metabolické poruchy se bohuzel vyskytuji a dale se vyskytovat budou.
V&asna a presna diagnostika poruchy muze pfispivat k brzkému zahajeni 1éEby a tim
mensSimu riziku vzniku dozivotnich nasledkl. Bohuzel zname i poruchy neslucitelné se
zivotem a v téchto pfipadech je tfeba rodinam pacientl poskytovat dostatek informaci
a poradenstvi i v souvislosti s jejich dalSimi potomky. V kazdém pfipadé je tieba, aby

se o DMP védélo a mluvilo nejen mezi Iékafi, ale i mezi laickou vefejnosti.

Nasledujici kapitoly budou vénovany vybranym DMP, které je mozno
diagnostikovat metodou vyvinutou v ramci praktické &asti této bakalarské prace. Jedna
se konkrétné o poruchy metabolismu purinu, pyrimidinQ, kreatinu, mo€ovinového cyklu,
poruchy se zvy3enou hladinou galaktitolu v modi, tyrosinemii a choroby ze stfadani

kyseliny sialové.
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2. Poruchy metabolismu purint

2.1. Metabolismus purint

Purinové nukleotidy jsou dllezitymi slou¢eninami energetického metabolismu,
maiji regulacni funkci a tvofi zakladni slozky DNA a RNA. Metabolismus purinu Ize

rozdélit na tfi ¢asti: de novo syntéza, katabolicky a recyklacni fetézec (Obr. 1).
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Obr. 1: Metabolismus purinovych latek. De novo syntéza (zelena), recyklacni fetézec (Cervena),
katabolicky retézec (modra); ® misto, ve kterém muZe nefunkéni enzym prokazatelné
zplsobit  DMP.  Zkratky:  AICAR/r — aminoimidazolkarboxamidribotid/ribosid;  PRPP —
fosforibosylpyrofosfat; FAICAR - formylamidoimidazolkarboxamidribotid; S-Ado -
sukcinyladenosin; SAICAR/r —sukcinylaminoimidazolkarboxamidribotid/ribosid,; S-AMP —

adenylosukcinat; (d) — deoxy analoga prislusnych latek. (Upraveno podle van den Berghe,
2008)
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Béhem de novo syntézy je z fosforibosylpyrofosfatu a jednoduchych prekurzord
(napf.: CO,, glycinu a glutaminu) postupné vytvafen purinovy skelet. Recyklaéni
fetézec umoZzZhuje opétovné vyuZiti purinovych bazi ve formé adenosinmonofosfatu
(AMP) a guanosinmonofosfatu (GMP). Z nich jsou tvofeny pfislusné nukleotidy,
nukleosidy a jejich deoxyanaloga. Centralni latkou purinového metabolismu, ze které
jsou GMP a AMP syntetizovany, je inosinmonofosfat (IMP). Purinové latky jsou
v katabolickém Fetézci odbouravany na kyselinu mocovou, ktera je jako odpadni latka

vyluCovana z téla ven.
2.2. Charakteristika poruch

Byla popsana fada poruch purinového metabolismu (Tab. 2). Jsou zpusobeny
deficitem nebo nadmérnou aktivitou enzymu a zasahuji vSechny tfi metabolické drahy.
Typickymi projevy jsou Spatna koordinace pohybl, dna, u nékterych onemocnéni
epilepsie a samovolné kiece, dale také poruchy dozravani T — lymfocytd &i jina imunitni
onemocnéni (Kahler & Fahey, 2003; Hajek et al., 2000).

Tab. 2: DMP purinovych latek.

Nazev DMP Klasifikacni Cislo enzymu
Deficit adenosindeaminasy EC3.5.4.4
Nadmérna aktivita adenosindeaminasy EC3.5.44
Deficit adenylosukcinatlyasy EC4.3.2.2
Deficit AICAR transformylasy a IMP cyklohydrolasy EC2.1.2.3
EC 3.5.4.10
Deficit adenylatkinasy EC2.7.4.3
Deficit adenyldtdeaminasy EC3.5.4.6
Deficit aldehydoxidasy/xantindehydrogenasy EC1.2.3.1
Deficit adeninfosforibosyltransferasy EC2.4.2.7
Deficit deoxyguanosinkinasy EC2.7.1.113
Familiarni juvenilni hyperurikemickd nefropatie
Deficit hypoxantinguaninfosforibosyltransferasy EC2.4.2.8
Deficit IMP dehydrogenasy typu | EC1.1.1.205
Nadmérna aktivita IMP dehydrogenasy typu Il EC1.1.1.205
Deficit inosintrifosfatpyrofosfohydrolasy EC3.6.1.19
Deficit methylthioadenosinfosforylasy EC2.4.2.28
Deficit molybdenovych kofaktord
Deficit purinnukleosidfosforylasy EC2.4.2.1
Nadmeérna aktivita fosforibosylpyrofosfatsynthasy EC2.7.6.1
Deficit fosforibosylpyrofosfatsynthasy EC2.7.6.1
Deficit S-adenosylhomocysteinhydrolasy EC3.3.1.1.
Deficit thiopurinmetyltransferasy EC2.1.1.67
Deficit xantinoxidasy EC1.17.3.2

-17 -



2.3. Vybrana onemocnéni
2.3.1. Deficit hypoxanthinguaninfosforibosyltransferasy

Deficit hypoxanthinguaninfosforibosyltransferasy (HGPRT), jehoz lehka forma
(Castecny deficit) je nazyvana Kelley — Seegmillerlv syndrom a tézka forma Lesch-
Nyhanlv syndrom, je onemocnéni provazené hyperurikemii, mentaini retardaci,
choreoatetézou, spastickymi mozkovymi obrnami a sebeposkozovanim. Hypoxanthin
a guanin nejsou metabolizovany na GMP a IMP, tudiz jedina moznost odbouravani
téchto bazi je na kyselinu mocovou. Tato X-vazana porucha se obvykle projevuje
u muzu, zeny byvaji nejCastéji pfenaseCkami. Zavaznost onemocnéni zavisi na tom,
zda je deficit HGPRT celkovy nebo jen ¢astecny (Torres & Puig, 2010; Davidson et al.,
1989; Hajek et al., 2000; Nyhan, 2005).

2.3.2. Deficit adeninfosforibosyltransferasy

Tento enzym je zodpovédny za recyklaci adeninovych nukleotidl. Tvorba AMP
je ale mozna i jinymi cestami, proto jedinym problémem z(istava hromadici se adenin,
ktery je pfevadén xantinoxidasou na 2,8-dihydroxyadenin, ktery je ve vodé tézko
rozpustny a ktery vytvarfi ledvinové kameny. Krystalurie mize vyustit az v selhani
ledvin (Nyhan, 2005; Barratt et al., 1979; Jurecka, 2009).

2.3.3. Deficit adenosindeaminasy

Do nékolika mésict po narozeni se u déti objevuje tzv. téZky kombinovany
imunodeficit (SCID), coz je zavazné podkozeni humoralni a buné&né imunity. Objevu;ji
se tézké infekce v kiizi, respiracnich cestach a gastrointestinalnim traktu, které vyustuji
v prajmy, neprospivani ¢i kandidézu. Porucha ma progresivni pribéh, protoze zbytky
Ba T lymfocytd postupné odumiraji. Chybéjici adenosindeaminasa (ADA) ma za
nasledek hromadéni adenosinu a deoxyadenosinu. Onemocnéni je mozno |écit
genovou terapii, transplantaci kostni dfené nebo enzymovou substituéni lécbou
(van den Berghe et al., 2008; Hoffman et al., 2006 b).

2.3.4. Deficit purinnukleosidfosforylasy

Tuto DMP muzeme zaradit do imunodeficientnich onemocnéni, protoze pacienti
trpi nedostatkem T lymfocyt, nékdy i poruchou funkce B lymfocytl. To zplUsobuje
Casté infekce, at uz bakterialni €i virové, dale neurologické potize i autoimunitni
onemocnéni. PoSkozeni T bunék je zpusobeno hromadénim zejména

deoxyguanosinu, ktery neni v nepfitomnosti purinnukleosidfosforylasy (PNP)
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odbouravan, inhibuje ribonukleosidreduktasu a poskozuje déleni bunék. Lécba je

mozna transplantaci kostni dfené (Aytekin et al., 2010; van den Berghe et al., 2008).
2.3.5. Deficit xanthinoxidasy

Toto onemocnéni ma dva druhy deficitu — deficit xanthinoxidasy (XO), tzv.
xanthinurie typu | — a kombinovany deficit xanthinoxidasy a sulfitoxidasy. Projevuji se u
novorozencl poruchami krmeni, kfe€emi, Spatnym svalovym tonem, pozdéji mentalni
retardaci, artropatii, myopatii. V moci jsou vyrazné snizené hladiny kyseliny mocové,
jejiz vyluCovani je téméFf kompletné nahrazeno vylu€ovanim xanthinu a hypoxanthinu.
Mohou se objevovat ledvinové kameny a vzacné dochazi k selhani ledvin. Xanthinurie
typu |, ktera je méné zavazna, je lécitelna dietou s nizkym obsahem purind

obtizna (van den Berghe et al., 2008; Arikyants et al., 2007).
2.3.6. Adenylosukcinatlyasa

Adenylosukcinatlyasa (ADSL) jednak katalyzuje pfeménu adenylosukcinatu
(S-AMP) na AMP, ale také sukcinylaminoimidazolkarboxamidribotidu (SAICAR)
na aminoimidazolkarboxamidribotid (AICAR). Jeho defekt zpusobi v télnich tekutinach
hromadéni defosforylovanych substratd SAICAribosidu a sukcinyladenosinu (S-Ado),
které jsou pfi normalni funkci ADSL v minimalnich koncentracich. Psychomotoricka
retardace, kfeCe, autistické chovani a hypotonie jsou nékteré z obecnych projevu této

poruchy (Nassogne et al., 2000).

3. Poruchy metabolismu pyrimidinu
3.1. Metabolismus pyrimidint

Biosyntéza pyrimidinovych nukleotidd (Obr. 2) se liSi od biosyntézy purinovych
nukleotidl hlavné v principu vystavby heterocyklu. V pfipadé purinovych nukleotidu jde
0 postupnou vystavbu jiz zakotvenou na ribose. Pyrimidinovy kruh je ovSem stavén
samostatné a teprve poté je pfipojena ribosa. Centralni slouceninou je uridin-5'-
monofosfat, ze kterého vychazi tvorba vSech pyrimidinovych nukleotidi a bazi. Tvorba
deoxynukleotidu, ktera je nezbytna pro stavbu DNA, probihd na urovni
nukleosiddifosfata. Degradace pyrimidinU vede k tvorbé B-alaninu
a B-aminoisobutyratu, které jako malonyl-CoA a methylmalonyl-CoA vstupuji

do biosyntézy mastnych kyselin a citratového cyklu.

-19 -



glutamin + HCO, + 2 ATP

karbamylfosfatsyntetasa Il

Karbamylfosfat

l aspartéttranskarbamylasa

Karbamylaspartat
l dihydroorotasa

Kyselina dihydroorotova

l dihydroorotatdehydrogenasa
Kyselina orotova
i orotatfosforibosyltransferasa (uridin-5"-monofosféatsynthasa)

Orotidinmonofosfat

i orotidin-5"-monofosfatdekarboxylasa (uridin-5"-monofosfatsynthasa)

UMP .

/ %‘
UDP.
/ \ Uridin

dUDP
UTP )
* Uracil
dUTP l CTPsynthasa
l i dihydropyrimidindehydrogenasa
cTP Dihydrouracil
dUMP l
l thymicyatsynthasa (d)CDP i dihydropyrimidinamidohydrolasa
dTMP\A ¢ Kyselina ureidopropionova
5'-nukleotidasa dTTP I (d )f MP i ureidopropionasa
-nukleotidasa
dThymidin (d)Cytidin B-alanin
Thymin Cytosin l

* dihydropyrimidindehydrogenasa

Dihydrothymin Malonyl-CoA
dihydropyrimidinamidohydrolasa
Ureidoizobutyrat

i ureidopropionasa

B-aminoizobutyrat

|
|

Methylmalonyl-CoA

Obr. 2: Metabolismus pyrimidinovych nukleotidt. Biosyntéza (zelen€) a katabolismus (modfre).
® misto, ve kterém mizZe nefunkéni enzym prokazatelné zptsobit DMP.
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3.2. Charakteristika poruch

Spektrum poruch pyrimidinového metabolismu je také Siroké (Tab. 3), i kdyz je
poruch méné nez u DMP purinovych latek. VétSina z nich s sebou pfinasi krece

a mentalni retardaci (Nyhan, 2005).

Tab. 3: DMP pyrimidinovych latek. PouZité zkratky: CTP — cytidintrifosfat. Podle Jurecka, 2009.

Nazev DMP Klasifikacni Cislo enzymu
Deficit aktivaci indukované cytidindeaminasy EC3.5.4.5
Deficit CTP fosfocholincytidyltransferasy EC2.7.7.15
Deficit dihydropyrimidinasy EC3.5.2.2
Deficit dihydropyrimidindehydrogenasy EC1.3.1.2
Nadmérna aktivita cytosolové 5-nukleotidasy EC3.1.3.5
Deficit pyrimidin-5‘-nukleotidasy EC3.1.35
Deficit thymidinkinasy Il EC2.7.1.21
Deficit thymidinfosforylasy EC2.4.2.4
Deficit uridinmonofosfatsynthasy (orotova acidurie | a ll) EC4.1.1.23
Deficit ureidopropionasy EC3.5.1.6

3.1. Vybrana onemocnéni
3.1.1. Orotova acidurie

Je-li uridin-5"-monofosfatsynthasa, ktera& ma aktivitu orotatfosforibosyl-
transferasy a orotidin-5"-monofosfatdekarboxylasy, neaktivni, hromadi se orotova
kyselina. Jeji nadbytek zplUsobuje usazovani krystalk( orotatu v ledvinach a mocovych
cestach, dale poruchy fyzického i psychického vyvoje a megaloblastickou anemii.
Orotova acidurie muze také provazet tzv. Reylv syndrom (zavazné onemocnéni
zpusobujici poskozeni organu u déti) a deficit enzymd mocovinového cyklu (Chatterjea
& Shinde, 2012).

3.1.2. Nadmérna aktivita cytosolové 5°-nukleotidasy

Cytosolova 5°- nukleotidasa $tépi nukleosidmonofosfaty na nukleosidy. Jeji
nadmérna aktivita zpusobi nedostatek pyrimidinovych nukleotidl, ktery se projevuje
kfeCemi, rastovou retardaci, opakovanymi infekcemi, problémy s feci, prostorovou

orientaci a hyperaktivitou (Page et al. 1997).
3.1.3. Deficit pyrimidin-5"-nukleotidasy

Enzym  pyrimidin-5‘-nukleotidasa je  zodpovédny za  defosforylaci

nukleosidmonofosfatd. Deficit postihuje erytrocyty, kde ukladani pyrimidinovych
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nukleotidl zpusobuje chronickou hemolytickou anemii (van den Berghe et al., 2008;
Warang et al., 2012).

3.1.4. Deficit dihydropyrimidindehydrogenasy

Je-li deficit enzymu celkovy, projevi se jiz v détském véku motorickou
a mentalni retardaci, epilepsii, opozdénim rustu. V télnich tekutinach se hromadi uracil
a thymin. Pacienti s parcialnim deficitem byvaji Casto odhaleni az v dospélosti
pfi podavani 5-fluorouracilu v ramci |é€by rakoviny, ktery je rovnéz substratem tohoto
enzymu. Pfi jeho deficitu se hromadi, coz vede k vaznym projevim toxicity (van den
Berghe et al., 2008).

3.1.5. Deficit dihydropyrimidinamidohydrolasy

PFi deficitu dihydropyrimidinamidohydrolasy (DHP, dihydropyrimidinasa) nejsou
dihydrothymin a dihydrouracil spolehlivé odbouravany a spolu s thyminem a uracilem
se hromadi v télnich tekutinach. Pacienti trpi mentalni retardaci, kfeCemi, byla

pozorovana i mikrocefalie (van den Berghe et al., 2008; van Gennip et al., 1997).
3.1.6. Deficit ureidopropionasy

Tato porucha, pfi které dochazi k zvySené exkreci kyseliny ureidopropionové
a ureidoizobutyrové, se projevuje hypotonii, kie¢emi, vyvojovymi opozdénimi (van den
Berghe et al., 2008; van Kuilenburg et al., 2012).

4. Poruchy kreatinového metabolismu
4.1. Metabolismus kreatinu

Kreatin je sloucenina, ktera se vyznamnym zpUsobem UuCastni procesu
energetického metabolismu. Tkané jako mozek, srdce &i kosterni svalstvo obsahuiji
kreatinkinasu, ktera fosforyluje kreatin na fosfokreatin. Ten je pak vyuzivan jako zdroj
fosfatu pro rychlou syntézu ATP (Struys et al., 2008).

Kreatin je ziskavan z potravy, ale také je v téle syntetizovan a to za ucasti dvou
enzymu. L-argininglycinamidinotransferasa (AGAT, EC 2.1.4.1) pfesouva amidinovou
skupinu z argininu na glycin za vzniku guanidinoacetatu (GAA) a S-adenosyl-L-
methionin-N-guanidinoacetatmethyltransferasa (GAMT, EC 2.1.1.2) katalyzuje vstup

methylové skupiny na GAA za vzniku kreatinu. Syntéza probiha hlavné v jatrech
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a pankreatu, odkud je kreatin pomoci X-vazaného Na a Cl dependentniho pfenasece
(SLC6A8) transportovan do ostatnich tkani. Z kreatinu a fosfokreatinu vznika
neenzymatickou pfeménou kreatinin. Za den se obvykle pfeméni na kreatinin 1,5 %
kreatinu (Stockler-Ipsiroglu & Salomons, 2008). Kreatinin je z téla vyluCovan hlavné
moci a mnozstvi vylou¢eného kreatininu je zavislé na velikosti svalové hmoty (Struys et
al., 2008; Boenzi et al., 2011; Stéckler-Ipsiroglu & Salomons, 2008).

4.2. Charakteristika onemocnéni

Jsou znamy 3 metabolické poruchy s deficitem kreatinu, a to deficit AGAT,
deficit GAMT a deficit pfenaseCe SLC6A8. Deficit AGAT se projevuje snizenou
hladinou GAA a kreatinu v modi i krevni plazmé. Deficit GAMT naopak provazi
akumulace GAA v télnich tekutinach. Deficit SLCE6AS8 je spojen se zvySenym pomérem
kreatin/kreatinin v moc¢i (Boenzi et al., 2011).

K projeviim téchto DMP patii mentalni i psychomotoricka retardace, epilepsie,
hypotonie, autistické sklony a poruchy vyvoje feCi (Stromberger et al., 2003). Lécba
deficitu AGAT a GAMT je zaloZzena na principu peroralniho podavani chybéjiciho
kreatinu. To ovSem neni mozno aplikovat pfi deficitu pfenaseCe SLC6A8, u tohoto
onemocnéni se zatim nepodafilo najit jednoznacné Uspésny zplUsob lécby (Stéckler-

Ipsiroglu & Salomons, 2008).

5. Poruchy moc¢ovinového cyklu
5.1. Cyklus moc€oviny

Cyklus mocoviny je metabolickou drahou, kterou je vyluCovan nepotfebny
dusik. Vstupuji do n&j amoniak, uhliitan a aspartat, soustavou mitochondrialnich
a cytosolarnich reakci pak vznikd mocovina, ktera je vyluCovana moci. DalSim
produktem je fumarat, ktery je ve formé malatu mozno transportovat do mitochondrie,

kde vstupuje do dalSich metabolickych drah.
5.2. Charakteristika onemocnéni

VSechny enzymy cyklu mocCoviny mohou byt postihnuty poruchou. S ohledem
na naSi diagnostickou metodu jsou dulezité ty poruchy, pfi kterych se hromadi

karbamylfosfat. Ten totiz vystupuje z mitochondrii do cytosolu, kde vstupuje do syntézy
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pyrimidinovych latek. Zpravidla to ma za nasledek velmi zvySené vyluCovani kyseliny
orotové a orotidinu moéi. Témito poruchami jsou deficit ornithintranskarbamylasy
(OTC, EC 2.1.3.3), deficit argininosukcinatsyntetasy (tzv. citrulinemie, EC 6.3.4.5),
deficit argininosukcinatlyasy (EC 4.3.2.1) a deficit arginasy (EC 3.5.3.1). Symptomy
téchto poruch jsou variabilni, projevuji se vruzném véku. Mohou se projevit
u novorozence, kdy dochazi k rychlému zhordeni zdravotniho stavu a bez rychlé
diagnostiky a léCby Casto i k umrti ditéte. U starSich déti a dospélych dochazi zpravidla
pfi metabolické zatézi, kterou muze byt napf. infekce, k vyraznéjSimu katabolismu
bilkovin a dojde k hyperamonemii. Ta ma za nasledek letargii, podrazdéni, problémy
v chovani. Neur¢ité symptomy vystfida encefalopatie, kdma a akutni ohrozeni zivota.
Deficit arginasy je spojen také se spastickou diplegii (forma détské mozkové obrny)
(Leonard, 2008).

6. Galaktosemie
6.1. Metabolismus galaktosy

Laktosa, tzv. mlé€ny cukr, je v tenkém stfevé laktasou Stépena na své zakladni
slozky — glukosu a galaktosu. Ta je galaktokinasou (GALK, EC 2.7.1.6) metabolizovana
na galaktosa-1-fosfat (Obr. 3). Enzym galaktosa-1-fosfaturidyltransferasa (GALT,
EC 2.7.7.12) pfevadi galaktosa-1-fosfat a uridindifosfoglukosu na glukosa-1-fosfat
a uridindifosfogalaktosu. VedlejSi metabolickou drahou muze z galaktosy pusobenim
aldosareduktasy (EC 1.1.1.21) vznikat galaktitol, pdsobenim galaktosadehydrogenasy
(EC 1.1.1.46) vznika galaktonat. Tyto drahy jsou vyuzivany pfedevsim ve chvili, kdy
enzymy GALK a GALT nejsou pfitomny v dostateCném mnozZstvi i nefunguji
optimalné. Pak je hromadéna a vyluCovana bud d&ista galaktosa, galaktosa-1-fosfat
nebo galaktitol (Racek et al., 2006; Berry et al., 2008).

6.2. Charakteristika onemocnéni

Galaktitol se vmoci a dalSich télnich tekutinach objevuje ve vysokych
koncentracich pfi deficitu enzymd GALK a GALT. Galaktosa neni zpracovavana
obvyklym a nejefektivnéjSim zpusobem - tedy na glukosa-1-fostat, ale pravé
na galaktitol. Tyto poruchy se projevuji u novorozencl do nékolika dni po porodu

a pocatku kojeni. Dité trpi prajmy, zvracenim, ubyva na vaze, nechce pfijimat potravu.
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Tato onemocnéni byvaji provazena vrozenou kataraktou (Sedym zakalem), hepatopatii
a mentalni retardaci (Burton, 1998). Souhrnné byvaji deficity GALK a GALT spolu
s deficitem uridindifosfatgalaktosa-4-epimerasy (EC 5.1.3.2) nazyvany galaktosemie
a v nékterych zemich jsou testy na galaktosemii soucasti novorozeneckého screeningu
(Berry et al., 2008).

galaktosadehydrogenasa
Galaktosa » Galaktonat

U,
%A
as 9

Galaktosa-1-fosfat

Galaktitol

galaktokinasa

v

UDP-glukos

UDP-galaktosa-4-epimerasa

Glukosa-1-fosfat UDP-galaktosa

I

Glukosa-6-fosfat

galaktosa-1-fosfaturidyltransferasa

Obr. 3: Metabolismus galaktosy.

7. Poruchy ze stradani kyseliny sialové
7.1. Kyselina N-acetylneuraminova

Skupina N-acetyl-neuraminové kyseliny a jejich derivatl byva oznacovana jako
sialové kyseliny. Pro zjednoduSeni vSak byva pojem sialova kyselina pouzivan pravé
pro kyselinu N-acetyl-neuraminovou (Voet & Voet, 1995). Tato slouCenina odvozena
od N-acetylmannosaminu a pyrohroznové kyseliny je duleZitou sloZzkou nékterych
glykoproteinl (vysoka koncentrace napf. v mucinech) a glykolipidd. Nejméné jeden
zbytek sialové kyseliny maji ve své struktufe tzv. gangliosidy, coz je skupina

sfingoglykolipid(, které spoluutvareji povrchové bunééné membrany a mozkové lipidy.
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Kyselina sialova témto slouCeninam zprostfedkovava negativni naboj v prostfedi
s hodnotou pH okolo 7, coz je odliSuje od ostatnich glykolipidd (Nelson & Cox, 2008).
Gangliosidy plIni funkci receptort pro nékteré hypofyzarni hormony ¢i bakterialni toxiny
(napf. toxin bakterie Vibrio choleare zpUsobujici choleru) (Voet & Voet, 1995), také jsou
zfejmé spojeny s tvorbou nadorl a zajimaveé je i dramatické kolisani jejich koncentrace

v pribéhu embryonalniho vyvoje (Nelson & Cox, 2008).

7.2. Charakteristika onemocnéni

RozliSujeme dva druhy téchto onemocnéni. Jednak poruchy ze stfadani volné
kyseliny sialové — tzv. sialurie (Salla disease a ISSD — infantilni porucha se stfadanim
volné kyseliny sialové) a poruchu ze stfadani vazané kyseliny sialové (sialidosa)
(Wraith, 2008). Prvné jmenované poruchy jsou zplUsobeny mutaci v genu, ktery kéduje
membranovy protein sialin, ktery transportuje kyselinu sialovou z lysozomu. ISSD
se projevuje jiz vraném détstvi a byva cCasto smrtelna. Objevuji se pfi ni
hepatosplenomegalie a kardiomegalie a rizné stupné opozdéného vyvoje déti. Salla
disease se projevuje pozdéji a ma mirngjSi pribéh. U pacientll se objevuje mirna
az stfedni psychomotoricka retardace a vady feci. (Fois et al.,, 1987). Podstatou
sialidosy je stfadani glykopeptid a oligosacharidd bohatych na kyselinu sialovou, které
je zplUsobeno deficitem enzymu neuraminidasy. Projevy této choroby zahrnuji jak
pomalu postupujici postizeni ditéte, tak zavazna a fatalni onemocnéni plodu (Wraith,
2008).

JelikozZ se volna kyselina sialova v moc€i objevuje ve zvySeném mnozstvi jen pfi

sialuriich, je na$i vyvinutou metodou mozno diagnostikovat pouze tyto DMP.

8. Tyrosinemie typu |

Tyrosinemie typu | je zavazné onemocnéni zasahujici metabolismus
aminokyseliny tyrosinu. Postizen je degradac¢ni enzym fumarylacetoacetathydrolasa
(EC 3.7.1.2). Jeho deficit zplsobuje hromadéni fumarylacetoacetatu (FAA), ktery je
povazovan za karcinogen. FAA je metabolizovdn na sukcinylaceton (SucAc)
a sukcinylacetoacetat (SAA), které jsou rovnéz povazovany za karcinogeny.
Diagnostickymi markery mohou byt v plazmé zvySené koncentrace aminokyselin

tyrosinu a methioninu, v moci a krvi SucAc a v mo€i SAA. ZvySena koncentrace SucAc
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a SAA v télnich tekutinach je ostatné€ pro onemocnéni charakteristicka. Klinickymi
projevy byva postizeni ledvin s krvacivymi projevy nebo Fanconiho syndromem
(onemocnéni proximalnich tubul(). Lécba je mozna dietou s nizkym obsahem tyrosinu,
fenylalaninu, methioninu. Také byva podavana latka nitisinon inhibujici enzym
katalyzujici vznik FAA (Cassiman et al., 2009).
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9. Uvod

Metoda, ktera bude dale popisovana, umoZznuje rychlou a cilenou analyzu mog&i
pacientll. Je do ni zafazeno 32 analytl, které mohou slouZzit jako diagnostické markery
nékterych DMP (Tab. 3). Metoda navazuje na diplomovou praci Mgr. Anny BareSové
(BareSova, 2011). Plvodni metoda nepfinasela uspokojivé vysledky v kvantifikaci
analytd a v oblasti kontroly kvality. Proto se zaCala vyvijet novd metoda, ktera
umoziuje kvantifikaci na zakladé pouziti znaCenych internich standard. Mezi hlavni
odliSnosti od plvodni metody patfi pouziti negativniho médu pro analyzu vSech latek
a zkraceni doby analyzy na 9 min. Metoda umoZiuje kvantitativni stanoveni
a u nékterych analytl kvalitativni prakaz (Tab. 3). V pfipadé kvalitativniho prikazu se

jedna o latky, které jsou za fyziologickych podminek nedetekovatelné.

Tab. 3: Jednotlivé analyty jako markery nékterych DMP v moci. Jako hypotetické markery jsou
zde oznaCeny meziprodukty purinového metabolismu — formylglycinamidribosid (FGAr),
karboxaminoimidazolribosid (CAIr), aminoimidazolribosid (Alr) a FAICAr. * oznacuje latky, u

kterych je mozny kvalitativni prukaz.

Analyt Onemocnéni

Adenin Deficit adeninfosforibosyltransferasy

Adenosin Deficit adenosindeaminasy

AICAr Deficit AICAR transformylasy a IMP cyklohydrolasy

Alr * Hypoteticky marker deficitu AIR synthetasy nebo AIR karboxylasy
CAlIr * Hypoteticky marker deficitu SAICAR synthetasy

Deoxyadenosin
Deoxyguanosin
Deoxyinosin
Deoxyuridin
Dihydrothymin

Dihydrouracil

Dihydroxyadenin *
FAICAr *

FGAr *

Galaktitol
Guanidinoacetat

Guanosin
Hypoxathin

Deficit adenosindeaminasy

Deficit purinnukleosidfosforylasy

Deficit purinnukleosidfosforylasy

Deficit thymidinfosforylasy

Deficit dihydropyrimidinasy

Deficit ureidopropionasy

Deficit dihydropyrimidinasy

Deficit ureidopropionasy

Deficit adeninfosforibosyltransferasy

Hypoteticky marker deficitu IMP cyklohydrolasy

Hypoteticky marker deficitu fosforibosylformylglycinamidinsynthetasou
Galaktosemie

Deficit S-adenosyl-L-methionin-N-guanidinoacetdtmethyltransferasy
Deficit L-argininglycinamidinotransferasy

Deficit purinnukleosidfosforylasy

Deficit aldehydoxidasy/xanthindehydrogenasy

Deficit hypoxantinguaninfosforibosyltransferasy

Deficit molybdenovych kofaktort

Deficit xanthindehydrogenasy
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Analyt Onemocnéni
Inosin Deficit purinnukleosidfosforylasy
Kreatin Deficit kreatinového prenasece SLC6A8
Deficit L-argininglycinamidinotransferasy
Kreatinin Deficit kreatinového prenasece SLC6A8
Orotidin Deficit uridinmonofosfatsynthasy (orotova acidurie | a ll)
Orotova kyselina Deficit uridinmonofosfatsynthasy (orotova acidurie | a ll)
SAICAr * Deficit adenylosukcinatlyasy

Sialova kyselina

Sukcinylaceton
Sukcinyladenosin *

Thymidin
Thymin

Uracil

Uridin
Xanthin

Deficit AICAR transformylasy a IMP cyklohydrolasy
Salla disease

Infantilni porucha ze stfddani volné kyseliny sialové
Tyrosinemie typu |

Deficit adenylosukcinatlyasy

Deficit AICAR transformylasy a IMP cyklohydrolasy
Deficit thymidinfosforylasy

Deficit dihydropyrimidinasy

Deficit dihydropyrimidindehydrogenasy

Deficit dihydropyrimidinasy

Deficit dihydropyrimidindehydrogenasy

Deficit thymidinfosforylasy

Deficit aldehydoxidasy/xanthinoxidasy

Deficit molybdenovych kofaktord

Deficit xanthinoxidasy

10. Material a vybaveni

10.1. Chemikalie

Pouzité standardy, znacené standardy i daldi chemikalie byly analytické Cistoty
a byly nakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pro pfipravu roztoku
amobilni faze byla pouzita ultraista voda od firmy Sigma-Aldrich (LC-MS
Chromasolv). Déle byly pouzivany vzorky externi kontroly kvality ERNDIM (European
research network for evaluation and improvement of screening, diagnosis and
treatment of inherited disorders of metabolism; Manchester, UK) z roku 2012. Jednalo
se o0 sadu vzorkl s definovanymi koncentracemi diagnosticky vyznamnych metabolitd,
které zahrnovaly jednak purinové a pyrimidinové latky (tzv. Purines and pyrimides

in urine) a také dal&i latky zahrnuté v naSi metodé (tzv. Special assay in urine).
10.2. Pristrojové vybaveni

Analyza vzorkl mo€i byla provadéna pomoci vysokouc€inné kapalinové
chromatografie (UHPLC Ultimate 3000, Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

s pouzitim kolony Luna (3 um NH,, 2 x 100 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA),
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ve spojeni s tandemovym hmotnostnim spektrometrem (MS/MS API 4000, AB Sciex,
Framingham, MA, USA), ktery pracuje na principu trojitého kvadrupdlu.

Pro pfipravu vzorkG a mobilnich fazi byly pouzity analytické vahy (KERN ABT
120-5DM, Belingen, Némecko), centrifuga (Micro 120, Hettich, Némecko), pH metr
(Cyberscan pH 510, Thermo scientific, Waltham, MA, USA), ultrazvukova lazen
(Kraintek K12, Slovensko), vortex (IKA Works, USA).

10.3. Biologicky material

Pro analyzu byly pouzity vzorky moci pacientll, které byly odeslany
do Laboratofe dédi¢nych metabolickych poruch LDMP s podezfenim na DMP. U vSech
vzorku byla znama koncentrace kreatininu, ktera byla stanovena na Oddéleni klinické
biochemie Fakultni nemocnice Olomouc FNOL. Déle byly pouzity papirky Whatman

903 (Maidstone, UK) se skvrnami moci pacient(l, u nichz byla potvrzena DMP.
10.3.1. Priprava vzorku

Mo¢ byla po stanoveni koncentrace kreatininu nafedéna mobilni fazi tak, aby
vysledna koncentrace kreatininu byla nejvyse 2 mmol/l. Vzorky s niz§i koncentraci
nebyly fedény vubec. Nafedéna &i samotna moc¢ byla centrifugovana (5 min, 10 000 g),
nasledné bylo odebrano 25 ul do sklenéné vialky, bylo pfidano 25 pl smési internich
standardu (IS, viz nize) a vSe bylo promichano.

Pro stanoveni validanich parametri byly pouzivany vzorky externi kontroly
kvality (EQC) o definované koncentraci jednotlivych analytd. Pfiprava vzorki byla
analogicka s biologickymi vzorky.

Referenéni rozmezi byla stanovena na zakladé 50 kontrolnich vzorkd moci,
u nichz byla DMP vylou€ena.

Papirky s moci byly extrahovany vodou a smési mobilnich fazi A a B (1:1). Tyto

vzorky byly nasledné centrifugovany (5 min, 10 000 g) a smichany se smési |S.

11. Metody
11.1. Priprava standardu

Znacené interni standardy byly rozpustény ve vodé. Z duvodu Spatné
rozpustnosti hypoxanthinu a xanthinu byly tyto latky rozpoustény v alkalickém prostfedi

hydroxidu amonného (100 mmol/l, 300 mmaol/).
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Ze vsech IS byla vytvofena smeés (Tab. 4), ktera byla dale pouzivana
ke kvantifikaci analytd ve vzorcich moci. Roztoky jednotlivych IS byly rovnéz pouzity
k optimalizaci podminek MS/MS a HPLC.

Tab. 4: Vysledna koncentrace znacenych standard( ve smési pro analyzu moci.

Vysledna Vysledna
Interni standard koncentrace ve Interni standard koncentrace ve
smési (mol/l) smési (mol/I)
IS - 13C3 Sialova kyselina 2.50E-05 IS - D2 Guanidinoacetat 5.00E-05
IS - 13C5 Adenosin 1.00E-05 IS - D2 Hypoxanthin 1.01E-05
IS - 13C6 Galaktitol 1.00E-04 IS - D3 Kreatin 5.00E-05
IS - 15N2 Orotova kyselina 1.00E-05 IS - D3 Kreatinin 5.00E-04
IS - 15N2 Uracil 1.00E-05 IS - D4 Thymin 9.99E-06
IS - 15N2 Xanthin 1.04E-05

11.2. Optimalizace podminek MS/MS

Rozpusténé standardy byly nafedény smési mobilnich fazi A a B a davkovany
pfimo do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru syringe pumpou (pratok
7 ul/min). Pro kazdou znacenou latku bylo automaticky vyhledano 6 nejintenzivnéjSich
fragment a byl optimalizovan deklastera¢ni potencial, vstupni a vystupni potencial
kolizni cely a kolizni energie. Optimalizace podminek byla provedena také
pro neznacené latky, které byly pdvodné méreny v pozitivnim maédu.

Béhem HPLC-MS/MS analyzy byly jednotlivé latky detekovany pouzitim modu
sledovani produktu rozpadu molekularniho iontu (MRM, multiple reaction monitoring).
Nejdfive byly latky identifikovany vSemi 6 MRM pfechody z MS/MS optimalizace a poté
uz pouze jednim vybranym MRM pfechodem, ktery se vyznacoval nejvy$8im pomérem

signalu k Sumu.
11.3. Optimalizace podminek HPLC

Podminky HPLC analyzy vychazeji z jiz dfive publikované metody (Bajad et al.,
2006). Pouzivan je systém hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC), Cili polarni
stacionarni faze a polarni mobilni faze. Toto uspofadani je vhodné pro separaci
polarnich a hydrofilnich latek. Ke chromatografické separaci byla pouZita kolona Luna
(délka 100 mm, aminopropylova stacionarni faze, velikost ¢astic 3 um). Na kolonu,
ktera byla termostatovana na 30 °C, byly nastfikovany 2 ul vzorku. Pratok kolonou byl
0,4 ml/min. Z ddvodu zkraceni analyzy ze 13 na 9 min byl upraven pribéh gradientové
eluce (Obr. 4). Dvouslozkova mobilni faze byla slozena =z acetatu amonného

(25 mmol/l, pH = 9,45; A) a acetonitrilu (B). Byla aplikovana gradientova eluce vodného
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pufru do organického rozpoustédla. Pfed dalSi analyzou byla kolona 3 min
ekvilibrovana (Obr. 4).

100
%

0 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00  9.00
min

Obr. 4: Priabéh gradientové eluce.

11.4. Kvantifikace

Pro kvantifikaci byly vyhodnocovany poméry ploch stanovovaného analytu vici
znacéenému internimu standardu, vybranému na zakladé retenéniho
Casu pfi separaci na koloné a strukturni podobnosti. Koncentrace analytl ve vzorcich

moci byly vztazeny na komercéné dostupné kalibratory.

12.Validace metody

Valida¢ni parametry byly zméfeny u analytl s dostupnou kalibraci a kontrolou

kvality.
12.1. Preciznost

Preciznost je definovana jako tésnost shody mezi naméfenymi hodnotami
veli€iny ziskanymi opakovanymi méfenimi na stejném objektu ¢i podobnych objektech
za specifikovanych podminek, tj. podminek opakovatelnosti, mezilehlé preciznosti

a reprodukovatelnosti (Terminologie z oblasti metrologie, 2010).
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12.1.1.Opakovatelnost

Opakovatelnost (tzv. opakovatelnost v jednom dni, intra-assay) je definovana
jako tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vysledky zkou$ek ziskanymi
za podminek opakovatelnosti (Terminologie z oblasti metrologie, 2010). To znamena,
Ze vysledky jsou ziskany opakovanym pouZitim téZe zkuSebni metody na identickém
materialu, v téze laboratofi, tymz pracovnikem, za pouziti shodnych pfistroju
a zafizeni, béhem kratkého ¢asového rozmezi.

Opakovatelnost byla stanovena z 10 analyz vzorkd EQC, byl stanoven variani
koeficient.

12.1.2. Mezilehla preciznost

Tato vlastnost metody (dfive tzv. opakovatelnost mezi dny, inter-assay) je
stanovovana podobné jako opakovatelnost, ale méfeni jsou provadéna v ramci jedné
laboratofe vrazné dny, rlznymi analytiky a za pouziti rozdilnych pomucek
(Terminologie z oblasti metrologie, 2010).

Mezilehla preciznost byla stanovena ze vzork( tzv. vnitfni kontroly kvality,
ti. smés jiz dfive analyzovanych vzorkl EQC, které se bézné analyzuji spolec¢né
s pacientskymi vzorky a jsou pouZzivany jako interni kontrola spravné prace laboratofe

v ramci dané metody. Bylo provedeno deset méfeni béhem deseti dnd.
12.2. Vychyleni

Vychyleni neboli bias udava rozdil mezi stfedni hodnotou vysledkl zkousky
a prijatou referenéni hodnotou (Terminologie z oblasti metrologie, 2010). V nasem
pfipadé byla stanovena jako procentualni odchylka primérnych koncentraci analytd

z deseti méfeni ve vzorcich EQC od jejich znamych koncentraci.
12.3. Linearita kalibraéniho vztahu

Linearitou rozumime rozsah hodnot obsahu, mnozstvi ¢i koncentraci, ve kterém
je analyticky signal linearni funkci hodnot obsahu, mnozZstvi &i koncentrace. Tésnost
vzajemné zavislosti dvou nahodnych proménnych charakterizuje korela¢ni koeficient.
Cim vice je blizky 1, tim t&sné&j$i je zavislost obou promé&nnych a tim vice je zavislost
linearni.

Linearita byla stanovena méfenim triplikatd vzorkG EQC o rlznych
koncentracich jednotlivych analytd. Byly analyzovany 4 vzorky pro purinové

a pyrimidinové latky a 4 vzorky pro ostatni latky.
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12.4. Mez detekce

Mez detekce (LoD) odpovida naméfené hodnoté koncentrace, pro kterou je
pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o nepfitomnosti latky a pravdépodobnost
nepravdivého tvrzeni o jeji pfitomnosti rovno  a a (IUPAC doporucuje  a a rovno
0,05) (Terminologie z oblasti metrologie, 2010). Byla tedy hledana koncentrace, pro
kterou byl analyticky signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu. LoD byla stanovena
jako nejnizSi koncentraci analytu, pfi které je signal trojnasobkem Sumu. Byly pouzity

vzorky EQC s nejnizSi koncentraci analytu.

12.5. Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti (LoQ) je definovana jako nejnizSi mnozstvi analytu
ve vzorku, které mulze byt stanoveno jako exaktni hodnota s pozadovanou hodnotou
nejistoty (doporu¢ena hodnota vyjadfena jako relativni smérodatna odchylka je 10 %)
(Terminologie z oblasti metrologie, 2010). LoQ byla stanovena analogicky mezi
detekce, a to jako nejnizSi koncentrace analytu, pro kterou je odezva signalu

desetinasobkem odezvy Sumu.

13.Stanoveni referenénich rozmezi

Referenéni rozmezi byla stanovena na zakladé jiz vySetfenych vzork( déti,
unichz byla vyloucena DMP. Za pomoci statistickych nastroju aplikovanych
na normalni rozdéleni dat byly vypoclteny referenéni meze (97,5ty percentil) pro

jednotlivé analyty. Toto bylo uréeno zvlast pro déti mladsi a starsi jednoho roku.

14.Vysledky
14.1. Optimalizace podminek MS/MS

Byla zméfena hmotnostni a fragmentacni spektra vSech poZadovanych latek.
Automaticky byl nastaven optimalni deklasteraCni potencial, nasledné vybrano
6 nejintenzivnéjSich fragmentd, u nichz byly optimalizovany vstupni (EP) a vystupni
(CXP) potencial kolizni cely a kolizni energie (CE). Jako pfiklad je uvedena

optimalizace parametrt deoxyinosinu (Obr. 5 — 8).
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Obr. 6: Inicialni hmotnostni spektrum deoxyinosinu
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Obr. 7: Fragmentacni spektrum deoxyinosinu
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Obr. 8: Optimalizované CE pro 6 fragmentt s nejvy$Si intenzitou odezvy

V Tab. 5 jsou pro vSechny analyty uvedeny vybrané MRM pfechody, interni
standard, na ktery je dana latka vztaZzena, a optimalizované hodnoty DP a CE. EP byl
pro vSechny latky 10 Va CXP 5 V.
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Tab. 5: Prehled molekularnich (Q1) a produktovych iontud (Q2), deklasteracnich potencialt
a koliznich energii jednotlivych analyt( a znadenych standardu.

Interni Ql Q2 DP CE

Zkratka  Analyt standard Da) (Da) (V) (V)
A Adenin 13C5 Ar 133.9 106.8 -60 -24
Ar Adenosin 13C5 Ar 2659 133.7 -40 -10
AICAr 13C5 Ar 257.1 1249 -60 -16

Alr 13C5 Ar 2140 82.0 -65 -22

CAlr 13C5 Ar 258.0 1259 -55 -16

dAr Deoxyadenosin 13C5 Ar 250.0 133.8 -55 -11
dGr Deoxyguanosin 13C5 Ar 265.9 149.9 -70 -24
dHXr Deoxyinosin 13C5 Ar 251.0 134.8 -60 -24
dUr Deoxyuridin 13C5 Ar 227.0 183.8 -60 -20
dhT Dihydrothymin DAT 127.0 42.0 -35 -22
dhU Dihydrouracil 15N2 U 1129 421 -40 -22
dhA Dihydroxyadenin 13C5 Ar 166.0 123.0 -55 -16
FAICAr 13C5 Ar 285.1 1249 -35 -24

FGAr 13C5 Ar 233.1 1428 -55 -12

Gal Galaktitol 13C6 Gal 180.9 88.9 -50 -20
GAA Guanidinoacetat D2 GAA 1159 739 -40 -12
Gr Guanosin 13C5 Ar 281.9 149.9 -75 -24
HX Hypoxanthin D2 HX 134.8 91.8 -60 -22
HXr Inosin 13C5 Ar 266.8 134.8 -55 -24
Kreatin D3 Kreatin 129.9 87.7 -40 -12

Kreatinin D3 Kreatinin 112.0 67.8 -50 -22

OA Orotova kyselina 15N2 OA 154.8 1109 -35 -14
Oar Orotidin 13C3 SA 287.0 111.0 -60 -25
SAICAr 13C3 SA 3729 1249 -75 -36

SA Sialova kyselina 13C3 SA 3079 86.8 -55 -24
SucAc Sukcinylaceton D2 GAA 156.9 98.8 -35 -12
SAdo Sukcinyladenosin 13C3 SA 382.1 206.0 -60 -20
Tr Thymidin DAT 241.0 1249 -60 -12
T Thymin DAT 125.0 421 -45 -24
U Uracil 15N2 U 1109 421 -45 -24
Ur Uridin 15N2 U 243.2 200.0 -60 -20
X Xanthin 15N2 X 150.8 107.8 -60 -22
13C3 SA  13C3 Sialova kys. 311.1 89.9 -50 -22
13C5 Ar  13C5 Adenosin 271.0 133.8 -45 -12
13C6 Gal 13C6 Galaktitol 187.0 91.9 -60 -22
15N2 OA 15N2 Orotova kys. 156.9 112.8 -25 -12
15N2 U 15N2 Uracil 113.0 429 -55 -24
15N2 X  15N2 Xanthin 152.9 108.8 -25 -22
D2 GAA D2 Guanidinoacetat 118.0 75.9 -50 -12
D2 HX D2 Hypoxanthin 137.0 929 -50 -22
D3 Kreatin 133.0 90.9 -40 -12

D3 Kreatinin 115.0 67.9 -50 -22

D4AT D4 Thymin 129.0 42.0 -40 -26
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14.2. Optimalizace podminek HPLC

standardd na kolonu vybran pro kazdou latku jeden nejvhodnéjSi (Tab. 5), a to

na zakladé dostateCného poméru intenzity piku analytu k intenzité Sumu. Vybrané

Z MRM prechodl vybranych béhem MS/MS optimalizace byl po nastfiku

pfechody byly potvrzeny nastfikem jiz dfive analyzovanych moci pacientu.

moci zdravého jedince. Na Obr. 9 vidime purinové a pyrimidinové latky a standardy,

na Obr. 10 ostatni latky.
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Obr. 9: Chromatogram kontrolni moc¢i zdravého jedince.

Purinové a pyrimidinové latky a standardy.

-39 -



max 8.1e4

max 9A4e4§\ \ mn?;(x%??&
5.0e4 )
Kreatinin Kreatin
B D3 Kreatin
4.0e4 D3 Kreatinin\
X 1 D2GAA
m
8 3.0e4 Gal /
= 13C3 SA
-K‘ \
c
o
£ 20e4
SucAc
1.0e4
0.0 —— J . VAN -
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
Cas (min)
Obr. 10: Chromatogram kontrolni moci zdravého jedince.
Ostatni latky a standardy.
14.3. Validace metody

Variacni koeficient pro méfeni opakovatelnosti (Tab. 6) byl v rozmezi 2,23 —
10,68 %. Mezilehla preciznost (Tab. 7) byla vrozmezi 3,35 — 17,11 %. Hodnota
vychyleni bias (Tab. 8) byla < 10 %.

Tab. 6: Opakovatelnost. Deset méreni béhem jednoho dne.

Primérna Primérna
Analyt koncentrace CV (%) Analyt koncentrace CV (%)

(umol/I) (umol/I)
Adenin 230.50 7.64 Hypoxanthin 152.60 10.68
Adenosin 75.14 8.16 Inosin 50.96 8.39
AICAr 516.00 4.33 Kreatin 515.40 2.79
Deoxyadenosin 112.31 6.45 Kreatinin 9836.00 4.12
Deoxyguanosin 123.50 7.29 Orotova kys. 688.50 2.23
Deoxyinosin 104.49 5.23 Orotidin 21.53 7.27
Deoxyuridin 196.60 4.06 Sialova kys. 213.20 8.27
Dihydrothymin 234.60 7.53 SucAc 23.04 5.25
Dihydrouracil 489.00 3.38 Thymidin 97.35 2.78
GAA 116.20 5.16 Thymin 150.30 3.06
Galaktitol 173.00 6.49 Uracil 213.60 2.77
Guanosin 182.20 6.43 Xanthin 131.80 7.00
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Tab. 7: Mezilehla preciznost. Deset méreni béhem deseti dnu.

Primérna Priimérna
Analyt koncentrace CV (%) Analyt koncentrace CV (%)

(umol/I) (umol/1)
Adenin 29.13 14.07 Guanosin 18.60 14.23
Adenosin 15.69 11.28 Hypoxanthin 74.20 8.42
AICAr 587.40 11.12 Inosin 8.49 10.84
Kreatin 1301.00 3.35 Orotova kys. 264.80 7.68
Kreatinin 3910.00 6.77 Orotidin 4.94 12.92
Deoxyadenosin 12.36 10.35 Sialova kys. 74.85 11.40
Deoxyguanosin 10.97 10.16 Sukcinylaceton 3.00 15.07
Deoxyinosin 9.83 16.67 Thymidin 10.86  16.50
Deoxyuridin 26.38 17.11 Thymin 12.42 9.95
Dihydrouracil 217.70 16.88 Uracil 116.41 7.36
Galaktitol 753.40 7.22 Uridin 0.75 11.33
Guanidinoacetat 187.40 8.06 Xanthin 73.96 10.24

Tab. 8: Vychyleni méreni.

Primérnd namérend

Skutecna hodnota

Analyt koncentrace (umol/l) koncentrace (umol/l) Vychyleni (%)
Adenin 230.5 228.0 -1.10
Adenosin 75.1 75.1 -0.05
AICAr 516.0 516.0 0.00
Deoxyadenosin 112.3 124.0 9.43
Deoxyguanosin 1235 130.0 5.00
Deoxyinosin 104.5 104.0 -0.47
Deoxyuridin 196.6 197.0 0.20
Dihydrothymin 234.6 238.0 1.43
Dihydrouracil 489.0 494.0 1.01
GAA 116.2 116.0 -0.17
Galaktitol 173.0 173.0 0.00
Guanosin 182.2 188.0 3.09
Hypoxanthin 152.6 154.0 0.91
Inosin 51.0 50.8 -0.31
Kreatin 515.4 515.0 -0.08
Kreatinin 9836.0 9900.0 0.65
Orotova kys. 688.5 692.0 0.51
Orotidin 215 21.7 0.78
Sialova kys. 213.2 215.0 0.84
SucAc 23.0 23.0 -0.17
Thymidin 97.4 99.0 1.67
Thymin 150.3 150.0 -0.20
Uracil 213.6 214.0 0.19
Xanthin 131.8 134.0 1.64
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Rovnice regrese, korelacni koeficienty a linearni rozsah jsou uvedeny v Tab. 9.
Korela¢ni koeficient se pohybuje v rozmezi 0,931 — 0,998. Na Obr. 11 je uveden
pfiklad linearni regrese adeninu.

Limit detekce a kvantifikace byl zméfen v rozsahu 0,022 — 23,698 a 0,073 —
78,993 ymol/l (Tab. 10).
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Obr. 11: Linearita. Adenin.
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Tab. 9: Linearita. Rovnice regrese, korelacni koeficient a linearni rozsah koncentraci analyta.

Korelaéni

Linearni rozsah

Analyt Rovnice regrese koeficient R2 koncentraci
(umol/1)

Adenin y =0.011x - 0.003 0.991 0-228

Adenosin y =0.033x +0.012 0.998 0-104

AICAr y =0.026x + 0.224 0.996 0-516

Deoxyadenosin y=0.027x + 0.009 0.992 0-124

Deoxyguanosin y=0.017x + 0.057 0.979 0-130

Deoxyinosin y =0.013x - 0.006 0.992 0-104

Deoxyuridin y =0.005x + 0.010 0.996 0-197

Dihydrothymin y =0.0004x - 0.0010 0.972 0-238

Dihydrouracil ~ y =0.0003x - 0.0436 0.987 0-4500

GAA y =0.016x + 0.147 0.993 50.2-148

Galaktitol y = 0.008x + 0.249 0.967 1.84-295

Guanosin y =0.009x - 0.016 0.978 0-188

Hypoxanthin y =0.028x - 0.080 0.991 11-255

Inosin y =0.024x + 0.048 0.991 4.3-100

Kreatin y =0.016x + 0.038 0.988 30-515

Kreatinin y =0.002x + 0.669 0.992 3010-13500

Orotova kys. y =0.015x + 4.290 0.951 0-2780

Orotidin y=0.116x + 0.114 0.986 0-30

Sialova kys. y =0.031x - 0.481 0.993 23-330

SucAc y =0.039x - 0.037 0.931 0-36

Thymidin y =0.218x + 0.063 0.982 0-99

Thymin y =0.038x + 0.259 0.997 0-200

Uracil y =0.026x + 0.703 0.990 14.9-989

Xanthin y =0.026x - 0.019 0.981 8.1-257

Tab. 10: Limit detekce a kvantifikace.
LoD Lo LoD Lo

Analyt amoll) (o) Analyt ol (umol)
Adenin 1.32 4.39 Hypoxanthin 0.62 2.07
Adenosin 0.07 0.23 Inosin 0.02 0.07
AICAr 0.07 0.24 Kreatin 2.18 7.26
Deoxyadenosin 0.12 0.40 Kreatinin 12.12 40.39
Deoxyguanosin 0.09 0.29 Orotova kys. 0.59 1.98
Deoxyinosin 0.13 0.44 Orotidin 0.04 0.12
Deoxyuridin 0.29 0.98 Sialova kys. 2.26 7.54
Dihydrothymin 1.96 6.53 SucAc 1.59 5.29
Dihydrouracil 23.70 78.99 Thymidin 0.03 0.09
GAA 1.77 5.91 Thymin 0.11 0.38
Galaktitol 0.07 0.24 Uracil 0.10 0.34
Guanosin 0.09 0.31 Xanthin 0.30 1.00
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15. Referen¢ni rozmezi

Referenéni meze byly stanoveny jako 97,5ty percentil souboru dat. Bylo
analyzovano 25 kontrolnich vzork( moc¢i déti mladSich jednoho roku a 25 vzorkd mo¢i
déti nad 1 rok (Tab. 11). V Tab. 12 je uveden piehled koncentraci jednotlivych analyt(
pacientl s diagnostikovanymi DMP. Pro latky, u kterych je mozny pouze kvalitativni

prukaz, neni koncentrace stanovitelna.

Tab. 11: Referenéni rozmezi pro jednotlivé analyty.

Referenéni v .
Analyt rozmezi Analyt Referenc¢ni rozmezi
(umol/mmol kr.) (umol/mmol kr.)

<1lrok >1rok < 1rok > 1 rok
Adenin <2 <2 Guanosin <2 <2
Adenosin <2 <2 Hypoxanthin <50 <30
AICAr <5 <5 Inosin <5 <2
Alr - - Kreatin 5-600 5-1000
CAlIr - - Kreatinin - -
Deoxyadenosin <2 <2 Orotova kys. <10 <5
Deoxyguanosin <2 <2 Orotidin <5 <5
Deoxyinosin <2 <2 SAICAr -
Deoxyuridin <2 <2 Sialova kys. <100 <50
Dihydrothymin - - Sukcinylaceton <5 <2
Dihydrouracil <30 <15 Sukcinyladenosin - -
Dihydroxyadenin - - Thymidin <2 <2
FAICAr - - Thymin <6 <4
FGAr - - Uracil <20 <20
Galaktitol <500 <400 Uridin <2 <2
Guanidinoacetat <200 <135 Xanthin <70 <30
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Tab. 12: Pfehled koncentraci analyti v mocich jiz diagnostikovanych pacientt. Hodnoty jsou
pfepocitany na mmol kreatininu. Zluté vyznacené jsou hodnoty diagnostickych markeru.

Koncentrace (umol/mmol kreatininu)

Analyt ADA PNP DPDH XOD GAMT GAL OA
Adenin 101.86 2.34 0.90 2.30 0.99 0.00 17.65
Adenosin 5.48 3.44 0.90 0.92 0.50 0.10 1.60
AICAr 2.19 19.53 0.90 1.84 2.08 2.00 0.00
Alr - - - - - - -
CAlr - - - - - - -
Deoxyadenosin 280.39 0.31 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Deoxyguanosin 1.10 290.63 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00
Deoxyinosin 38.34 251.56 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Deoxyuridin 0.00 0.16 0.90 0.00 0.00 0.00 0.00
Dihydrothymin 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Dihydrouracil 4.38 5.16 8.11 2.30 3.27 1.90 21.93
Dihydroxyadenin - - - - - - -
FAICAr - - - - - - -
FGAr - - - - - - -
Galaktitol 198.25 264.06 131.53 306.45 280.20 24624.62 33.69
Guanidinoacetat 133.63 89.69 70.27 84.33 46040 265.27 32.62
Guanosin 7.67 564.06 0.90 0.92 0.10 0.40 1.60
Hypoxanthin 37.24 15547 270 40.09  9.21 12.71 1.60
Inosin 6.57 562.50 0.90 1.38 0.40 1.30 0.53
Kreatin 170.87 581.25 606.31 344.70 16.53 194194 572.19
Kreatinin 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00 1000.00
Orotova kyselina 5.48 19.69 0.90 1.38 1.39 460 418.18
Orotidin 3.29 52.97 0.90 0.92 1.58 0.90 5.88
SAICAr - - - - - - -
Sialova kyselina 86.53 11.56 19.82 23.04 24.36 81.18 2.14
Sukcinylaceton 1.10 0.16 8.11 0.46 0.30 0.10 0.00
Sukcinyladenosin - - - - - - -
Thymidin 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.00
Thymin 44.91 5.47 27477 15.21 1.29 270 17.11
Uracil 20.81 26.25 329.73 10.60 4.75 3.70 320.32
Uridin 2.19 1.09 0.00 0.46 0.10 0.80 4.28
Xanthin 108.43 11.09 15.32 338.71 12.38 17.32 0.53
Guanidinoacetat/kreatin 27.84

Kreatin/Kreatinin 0.02
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16.Analyza mog¢i pacientl s diagnostikovanou DMP

Byly analyzovany vzorky moci pacientl s diagnostikovanou DMP a tyto vzorky

byly porovnany s kontrolnimi vzorky zdravych pacientt (Obr. 12-20).

Ke kazdému analytu je zobrazen i odpovidajici interni standard. Zméfeny

vzorek pacienta je znazornén cCervenou barvou, kontrolni vzorek C€ernou barvou

a interni standard modrou barvou.
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17.Diskuze

Cilem praktické ¢asti prace bylo vyvinout a validovat metodu analyzy moci pro
diagnostiku DMP. Metoda navazuje na praci Anny BareSové z roku 2010 a lii se od ni
v nékolika aspektech. Provedeni analyzy pouze v negativhim modu a zkraceni doby
jedné analyzy ze 14 na 9 min vyrazné snizuje celkovy Cas analyzy a tim urychluje
ziskani potfebnych vysledku. | kdyz jsou latky analyzovany pouze v negativnim modu,
je stanoveni dostatecné citlivé vzhledem ke klinickym pozZadavkim na analytické
parametry metody. PFfidani znacenych internich standardd pfineslo zlepSeni
validacnich parametr( a tudiz pfesnéjsi a spravnéjsi kvantifikaci.

Metoda je zaméfena hlavné na latky purinového a pyrimidinového metabolismu,
a to proto, Zze puvodné nahrazuje kapilarné elektroforetickou metodu pouzivanou
vLDMP (Adam, 1999; Friedecky, 2002). Vramci tohoto stanoveni byly dfive
provadény 3 analyzy vzorku: celkovy screening v alkalickém pH, konfirmacni analyza
v kyselém pH a pro kyselinu orotovou a orotidin dalSi analyza v kyselém pH pfi
obracené polarité. Celkova doba téchto tfi analyz byla 18 minut a také tato metoda
nebyla dostatec¢né robustni. Proto se zacala vyvijet metoda LC-MS/MS, do které byly
kromé purinovych a pyrimidinovych latek zarazeny také markery dalSich DMP. Kreatin,
sukcinylaceton a galaktitol byly pfidany jako nové, do té doby totiz nebyly v LDMP
vySetfovany. Galaktitol je dllezitym diagnostickym markerem galaktosemie a v ramci
metody nahrazuje marker galaktosu, ktera je pomoci LC-MS/MS $patné rozliSitelna od
glukosy. Guanidinoacetat byl dosud na Oddéleni klinické biochemie stanovovan pouze
kvalitativné kapkovaci reakci akyselina sialova byla dfive stanovovana
spektrofotometricky.

Vyvinuta metoda je dostate¢né citliva, i kdyz se citlivost v ramci skupin latek
vyznamné [i§i. Stanoveni (deoxy)ribosidi je z dlvodu jejich struktury a dobré
fragmentace velmi citlivé, naopak stanoveni sukcinylacetonu, jehoz molekula je Spatné
ionizovatelna, je méneé citlivé, ale stale pro diagnostiku plné dostacuijici.

Separace kapalinovou chromatografii v uspofadani HILIC dobfe ukazuje, jak se
jednotlivé latky separuji podle své polarity a polarity mobilni faze. Retence se snizuje
s rostouci polaritou mobilni faze (Cili se zvySujicim se podilem vodného alkalického
pufru k organickému rozpoustédlu) a naopak se zvySuje s rostouci polaritou analytu.
Tedy méné polarni uracil Ci thymin se eluuji z aminopropylové kolony mezi prvnimi,
na rozdil od sukcinyladenosinu &i SAICAr, které jsou eluovany z kolony jako posledni
ze studovanych analytd (Obr. 9).

Metoda byla po uspésné validaci aplikovana na vzorky moci pacientd

s diagnostikovanou DMP a kontrolni vzorky mod¢i zdravych déti. Rutinné se pouziva
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v LDMP od podzimu 2012. Od té doby bylo metodou vySetfeno nékolik desitek vzorku,
u jedné pacientky byla diagnostikovana mirna forma orotové acidurie a dalSiho

pacienta podezieni na galaktosemii.

-50 -



18.Zaveér

V teoretické Casti byla sepsana reSerSe na téma dédi¢né metabolické poruchy,
zamérfena byla na poruchy purinového a pyrimidinového metabolismu, dale na poruchy
kreatinového metabolismu, mocovinového cyklu, galaktosemii, poruchy ze stfadani
kyseliny sialové a tyrosinemii.

Byla vyvinuta metoda analyzy mocCi pomoci LC-MS/MS. Po optimalizaci
podminek HPLC a MS/MS byly stanoveny validaéni parametry, a to opakovatelnost,
mezilehla preciznost, LoD, LoQ, linearita a také referen¢ni rozmezi analyta.

Metoda byla aplikovana na vzorky moci diagnostikovanych pacientd a kontrolni
vzorky zdravych jedincu. V sou€asnosti je metoda soucasti rutinniho provozu LDMP,
Oddéleni klinické biochemie, FNOL.
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20.Pouzité zkratky
A

ADA
ADSL
AGAT
AICAR/r
AIR/r
APRT
Ar
CAIR/r
CDP
CE
CMP
CTP
CXP
CcVv
dAr
dGr
dhA
DHP
dHXr
dhT
dhu
DMP

DP

adenin

adenosindeaminasa
adenylosukcinatlyasa
L-argininglycinamidinotransferasa
aminoimidazolkarboxamidribotid/ribosid
aminoimidazolribotid/ribosid
adeninfosforibosyltransferasa
adenosin
karboxaminoimidazolriboti/ribosid
cytidindifosfat

kolizni energie

cytidinmonofosfat

cytidintrifosfat

vystupni potencial kolizni cely
variagni koeficient
deoxyadenosin

deoxyguanosin

dihydroxyadenin
dihydropyrimidinamidohydrolasy
deoxyinosin

dihydrothymin

dihydrouracil

dédi¢na metabolicka porucha

deklasteracni potencial
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DPDH
dUr

EP
EQC
FAA
FAICAR/r
FGAR/r
FNOL
GAA
GALK
GALT
GAMT
Gal

Gr
HILIC
HGPRT
HX

HXr

ISSD
IUPAC
LDMP

LoD

LoQ

dihydropyrimidindehydrogenasy

deoxyuridin

vstupni potencial kolizni cely

externi kontrola kvality

fumarylacetoacetatu
formylamidoimidazolkarboxamidribotid/ribosid
formylglycinamidribotid/ribosid

Fakultni nemocnice Olomouc

guanidinoacetat

galaktokinasa

galaktosa-1-fosfaturidyltransferasa
S-adenosyl-L-methionin N-guanidinoacetatmethyltransferasa
galaktitol

guanosin

hydrofilni interakéni chromatografie
hypoxanthinguaninfosforibosyltransferasa
hypoxanthin

inosin

interni standard

infantilni porucha se stfadanim volné kyseliny sialové
Mezinarodni unie pro Cistou a aplikovanou chemii
Laboratof dédi¢nych metabolickych poruch

limit detekce

limit kvantifikace

-57 -



MRM sledovani produktu rozpadu molekularniho iontu

OA kyselina orotova

OAr orotidin

OTC ornithintranskarbamylasa

PNP purinnukleosidfosforylasa
PRPP fosforibosylpyrofosfat

SA kyselina sialova

SAA sukcinylacetoacetat

Sado sukcinyladenosin

SAICAR/r sukcinylaminoimidazolkarboxamidribotid/ribosid
S-AMP adenylosukcinat

SCID téZky kombinovany imunodeficit
SLC6AS8 X-vazany Na a Cl dependentni pfenasec kreatinu
SucAc sukcinylaceton

T thymin

TMP thymidinmonofosfat

Tr thymidin

TTP thymidintrifosfat

u uracil

UDP uridindifosfat

UMP uridinmonofosfat

Ur uridin

UTP uridintrifosfat

X xanthin
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