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CILE PRACE

e Vypracovani reSerSe zaméfené na dédicné metabolické poruchy metabolismu
methioninu a metody pfipravy a analyzy krevnich skvrn.

e Vyvoj a validace druhostupnové diagnostické HPLC-MS/MS metody pro analyzu
suchych krevnich skvrn novorozenct.

e Aplikace metody na vzorky pacientl a zavedeni do rutinniho provozu.



1. UVOD

Tato prace se =zabyvd diagnostikou dédicnych metabolickych poruch (DMP)
v metabolismu methioninu. V ramci pfipravovaného rozsifeni novorozeneckého
screeningu (NBS) byla v Laboratofi dédicnych metabolickych poruch Fakultni
nemocnice Olomouc (LDMP FNOL) vyvijena druhostupniova (tzv. ,,second-tier*)
metoda, kterd umoznuje potvrzeni vysledkd primarniho novorozeneckého screeningu
a to v ptipad¢ zjisténych abnormalit v koncentraci methioninu. Metoda zahrnuje analyzu
methioninu  (MET), homocysteinu (HCY) a cystathioninu (CYSTA), jejichz
koncentrace v porovnani s referenénimi rozmezimi ukazou, zda novorozenec trpi
nékterou z DMP metabolismu methioninu. Zaroveil jsou v metodé zafazeny analyty
methylmalonat (MMA) a methylcitrat (MCA), jejichz stanoveni umozni potvrzeni
deficitu methylmalonyl-CoA mutasy nebo propionyl-CoA karboxylasy, obé& tyto
poruchy se totiz vyznacuji zvysenou koncentraci propionylkarnitinu. Tyto poruchy sice
nejsou zafazeny v celoplosném screeningu, ale jejich diagnostika probiha v ramci
selektivniho screeningu. Metoda tedy bude mit dvoje uplatnéni.

V teoretické Casti této prace jsou uvedeny obecné informace o novorozeneckém
screeningu, dale struény popis vybranych dédi¢nych metabolickych poruch. Je téz
diskutovano pouziti suchych krevnich skvrn jako diagnostického materialu a shrnuty
poznatky tykajici se validace metody.

V ramci experimentalni ¢asti jsou uvedeny postupy optimalizace a vysledky validace
metody. Vysetfenim vice nez 500 krevnich suchych skvrn byla stanovena referencni

rozmezi pro jednotlivé analyty.



2. SOUCASNY STAV DANE PROBLEMATIKY

2.1 DEDICNE METABOLICKE PORUCHY

Dédi¢né poruchy metabolismu jsou onemocnéni, jejichz pfi¢inou jsou mutace DNA.
Jsou tedy geneticky podminéné a primarné je postizena urcitda metabolickd draha.
Vysledkem byva celé spektrum klinickych ptiznakt.

V soucasné dob¢é je znamo okolo 900 DMP, vSechny patii do skupiny vzacnych
onemocnéni, maji kumulativni incidenci 1:500 (Honzik, 2011). Jejich spoleénym
znakem je pfitomnost biochemickych ¢i enzymovych odchylek zjistitelnych pouze
specialnim vySetienim (Kozich, 2010).

V zavislosti na typu mutace rozliSujeme DMP monogenni (defekt v jednom genu),
polygenni a multifaktoridlni (pfi¢inou je kombinace defektli v n¢kolika genech a vliv
vngjsich faktorti) a chromosomalni. Mohou byt dédicné autosomalné recesivné, vzacné
autosomalné¢ dominantné, gonosomaln¢ dominantné¢ ¢i recesivng, vyskytuji
se i onemocnéni s mitochondrialni dédi¢nosti (Martasek a Svacina, 2010).

Vcasné zjisténi diagndzy je u léCitelnych poruch zasadni, protoze nasazeni 1é¢by
zabranuje rozvinuti a prohlubovani ptiznaki a vede ke zlepSeni kvality Zzivota
postizeného jedince. Diagnostika u nelécitelnych poruch je také dulezita, z divodu
optimalizace symptomatické 1é¢by, genetického poradenstvi a prenatdlni diagnostiky
V postizenych rodinach a také proto, Ze u jedince lze predpokladat dal$i komplikace
souvisejici s jeho onemocnénim, coz umoziuje zacilit dalsi 1é¢bu (Honzik, 2011).

Klinické projevy jsou velmi rozmanité, protoZze u pacienta dochazi k poskozeni vice
riznych organt a tkani. Pfiznaky se také 1isi v zavislosti na zadvaznosti poruchy. DMP
se mohou projevit uz b&hem prenatdlniho vyvoje, nejcastéji se piiznaky objevi
Vv novorozeneckém ¢i détském veéku, mohou se ale projevit az v puberté ¢i dospé€losti.
(Honzik, 2011).

Lécba se odviji od typu a zavaznosti poruchy. Castd je dietoterapie spojena
S podavanim  specidlnich  preparati, vitaminti, farmakologickych chaperont,
rekombinantnich enzymt nebo s dialyzou. Cilem je suplementovat nedostate¢nou
funkci metabolické drahy, zamezit tvorbé toxickych produkti nebo je eliminovat
z organismu. Moderni medicina umoziuje také transplantaci kmenovych bunék

a postizenych organti (Kozich 2010).
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2.2 NOVOROZENECKY SCREENING
V 60. letech 20. stoleti vyvinul americky mikrobiolog Robert Guthrie bakterialni

inhibi¢ni test Kk detekci zvySenych koncentraci fenylalaninu v suchych krevnich
kapkach, ktery pozd€ji umoznil cilené a plosné testovani déti, stejné jako vysSetfeni
vzorkl pacientt, u kterych bylo podezieni na fenylketonurii (Hoffmann et al., 2006).
Bylo zjisténo, Ze pacienti trpici touto chorobou mohou byt 1éCeni specidlni dietou
zavedenou Horstem Bickelem a vasné urCeni diagnézy tak predchazi zavaznym
klinickym projeviim onemocnéni (Pitt, 2010). Postupné¢ se u novorozencu zacalo
testovat vice onemocnéni a pro takovéto plosné vyhledavani nékterych chorob se vzilo
pojmenovani novorozenecky screening. Pocet a typ testovanych onemocnéni
se Vv jednotlivych statech liSi, stejné¢ jako pouzivané diagnostické metody (Carroll
a Downs, 2006).

V roce 2011 byla v ramci evaluace popula¢niho novorozeneckého screeningu v EU
vydana shrnujici zprava, kterd uvadi pocet poruch zjistovanych v jednotlivych zemich
Evropy. Data byla vztazena k 1. zati roku 2010. V té dobé€ bylo nejvice poruch v ramci
screeningovych programti a vyzkumnych studii vyhledavano v Rakousku (29),
Spanélsku (27), Mad’arsku (25) ana Islandu (26). Naopak mezi zemé& s nejnizsim
po¢tem vyhledavanych poruch patiily Finsko (1), Estonsko (2), Rumunsko (2),
Srbsko (2) a v Albanii screening viibec neprobihal (Burgard et al., 2011).

2.2.1 Novorozenecky screening v Ceské Republice

V CR je vsoucasné dobé aktivné a celoploiné vyhleddvano 13 poruch, z nichz 10
fadime k DMP. Jednd se o poruchy metabolismu aminokyselin (fenylketonurie
aleucinosa), organické acidurie (glutarova a isovalerova acidurie), poruchy
metabolismu a transportu mastnych kyselin (MK; deficit acyl-CoAdehydrogenasy MK
se stiedné dlouhym fetézcem a velmi dlouhym fetézcem, deficit 3-hydroxylacyl-
CoAdehydrogenasy MK s dlouhym fetézcem, deficit karnitinpalmitoyltransferasy | a Il
a deficit karnitinacylkarnitintranslokasy). Spole¢nym znakem téchto poruch je, Ze
vCasna diagndéza umoznuje nasazeni lécby, ktera zasadnim zplisobem zlepsi kvalitu
Zivota nemocného.

V roce 2013 probihal na naSem uzemi pilotni projekt, jehoz cilem bylo rozsifeni
NBS a zlepSeni zéachytu nékterych onemocnéni, kterda jsou vramci NBS
diagnostikovana. Se souhlasem rodi¢ti byly suché krevni skvrny novorozenci

po vysetfeni poruch zahrnutych v klasickém NBS pouzity pro screeningovou studii
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zaméfenou na zachyt argininemie, citrulinemie, homocystinurie z diivodu deficitu
cystathion-p-synthasy, defektu methylentetrahydrofolat reduktasy a poruchy
remethylace a methioninemie 2z divodu deficitu methioninadenosintransferasy.
Vysledkem této studie je pfipravované rozsifeni NBS, které bude béhem roku 2015
uvedeno do praxe.

Tématem experimentalni casti této diplomové prace je diagnostickd metoda
zamé&fena na poruchy metabolismu methioninu a homocysteinu. Dalsi kapitola bude

proto vénovana t¢émto DMP.

2.3 PRICINY, KLINICKE PROJEVY A LECBA VYBRANYCH DMP

2.3.1 Metabolismus methioninu a homocysteinu
Methionin (Obr. 1) a homocystein (Obr. 2) jsou sirné aminokyseliny, jejichz
metabolicka pfeména spolu tizce souvisi. HCY vzniké demethylaci MET, ktery pochazi
z potravy. Muze byt zpétné¢ remethylovan na MET nebo kondenzuje se serinem
zavzniku cystathioninu (Obr. 3). Remethylace mize probihat dvéma zpisoby. Prvni
zpusob probihd hlavné v jatrech, ledvindch a mozku. Pfi ném je na HCY pifendSena
methylova skupina z 5-methyltetrahydrofolatu (5-methyl-THF), reakce je katalyzovana
5-methyl-THF-homocysteinmethyltransferasou v pfitomnosti methylkobalaminu. Druhy
zpusob probiha pouze v jatrech a methylova skupina je prenasena na HCY z betainu
v reakci katalyzované betain-homocysteinmethyltransferasou. Vznikly MET je dale
aktivovan na S-adenosylmethionin (SAM), ze kterého po odevzdani methylové skupiny
vznika S-adenosyl-homocystein. Ten je hydrolyzovan na HCY, ¢imz se cyklus uzavira.
Pii bazalnim piijmu MET v potravé prochazi molekula HCY remethyla¢nim cyklem
1,5-2 krat. SniZeny pfisun bilkovin zplsobi zvySeny prichod HCY cyklem (3,5krat).
Vysoky ptisun MET je spojen s rychlou pfeménou MET na SAM, ktery zpiisobi snizeni
tvorby methyl-THF a naopak aktivuje tvorbu cystathioninu cystathion-p-syntasou

(Zak a Zeman, 2010). Schéma piisluinych drah a zapojenych enzymd je na Obr. 4.

) NH; NH o
© OC4§ o'oc4> H,N S NH
2
s s
/ SH

HO
Obr. 1: Methionin Obr. 2: Homocystein Obr. 3: Cystathionin
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methyl-X X polyaminy
B 4
SAH < SAM
A 3 A
sarkosin glycin
1
4 \_
ATP
betain
v 8
HCY > MET
Ser
PLP meth}/lTHF I2 protelny
CYSTA
/ > sulfat
a-ketobutyrat
Obr. 4: Metabolismus MET a HCY
1: methionin-S-adenosyltransferasa 6: y-cystathioninasa
2: SAM-dependentni transmethylace 7: sulfidoxidasa
3: glycin-N-methyltransferasa 8: betain-HCY methyltransferasa
4: SAH hydrolasa 9: methioninsynthasa
5: cystathionin-B-syntasa 10: 5,10-methylen-THF reduktasa

SAM — S-adenosyl-methionin, SAH — S-adenosyl-homocystein, CYSTA — cystathionin, THF —
tetrahydrofolat, GSH — glutathion, PLP — pyridoxal-5-fosfat, Cys — cystein, X — akceptor
methylové skupiny, methyl-X — methylovany akceptor. (Podle Zak a Zeman, 2010)
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V ramci metabolické drahy methioninu se miizeme setkat s nékolika DMP:

2.3.2 Homocystinurie
Homocystinurie (nékdy se uziva terminu homocysteinurie, homocystin je oxidovana
dimerni forma homocysteinu) je termin pro skupinu onemocnéni charakteristickych
zvySenymi koncentracemi HCY v plasmé a moci. Je zpuisobena genetickymi poruchami
metabolismu MET, HCY a transkobalaminu. Tato porucha byla objevena v roce 1962
vV ramci testovani moc¢i mentalné retardovanych pacientl na pfitomnost netypickych
aminokyselin. O dva roky pozdéji bylo demonstrovano, jaka metabolicka draha
je poskozena (Mudd et al, 1985). Ovsem hyperhomocystinemie (nefyziologické zvysené
hladiny HCY v organismu) byva pozorovana i u lidi s nedostate¢nym pfijmem vitaminu

Bs, B12 a kyseliny listové (Iacobazzi et al., 2014).

2.3.2.1 Deficitu cystathion-p-synthasy
Cystathionin-p-syntasa (EC 4.2.1.22) katalyzuje konverzi HCY na CYSTA. Reakce
je vstupni branou k dal§im dulezitym biochemickym procesim, napf. syntéze
glutathionu, vyznamné komponenté detoxifika¢nich procest buiiky. Dale takto dochazi
k odbourani piebyte¢nych sirnych aminokyselin (lacobazzi et al., 2014).

Tento typ homocystinurie je dédicny autosomalné recesivné. Vede ke hromadéni
MET, HCY a jejich S-adenosylderivati v tkanich, k nedostatku cystathioninu a nizkym
hladindm cysteinu. Je spojen se zavaznym postizenim o¢i, kostry, centralniho
nervového systému a vaskularniho systému (Andria et al., 2008).

Postizeni o¢i je zpuisobeno dislokaci o¢nich ¢o¢ek (napf. subluxace — vychyleni
¢oc¢ky mimo osu oka, Obr. 5), byva pfitomna kratkozrakost a glaukom. MiiZe se objevit
odchlipeni a degenerace sitnice nebo katarakta. Mezi nalezy na kostech patii skoliosa
(Obr. 6), knoflikovitd kolena, omezena hybnost kloubu, bikonkavni a zplostélé

intervertebralni disky (Andria et al., 2008).
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B

Obr. 5: Subluxace o¢ni ¢o¢ky. A — piedni subluxace ¢otky u obou oc&i 35-let¢tho muze
s diagnostikovanou homocystinurii (Martinez-Gutiérrez et al., 2011), B — pfedni subluxace
¢ocky u 6-letého chlapce homocystinurika (Kaliaperumal et al., 2014).

A B C

Obr. 6: Rentgenové snimky 26-letého muze s homocystinurii. A — ¢elni snimek bederni patefe,
viditelné zakiiveni patefe (skoliosa), B — boéni snimek totozné bederni patefe, C — ¢elni snimek
hrudni patete, viditelna skoliosa (Azzabi et al., 2009).
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Homocystein je ve vysokych koncentracich neurotoxicky. Vysoka hladina poskozuje
nervovou trubici uz b&hem embryonalniho vyvoje. U matek, které maji zvySenou
hladinu homocysteinu je vétsi riziko, ze se jim narodi dité s vyvojovou vadou nervoveé
soustavy (Strunecka, 2011). U mnoha pacientl se pak objevi opozdéni vyvoje, mentalni
retardace, dale se mohou objevit kiece ¢i psychické poruchy (Andria et al., 2008).

HCY je také rizikovym faktorem pii vzniku nemoci kardiovaskularniho systému.
Ma piimy vliv na endotelialni bunky cév, v plasmé ma tendenci k autooxidaci, pii¢emz
vznikaji volné kyslikové radikaly, které zahajuji lipoperoxidaci membran a endotelii.
Zvysuje adhezivitu a agreabilitu krevnich desti¢ek, ¢imz porusuje koagulacni
rovnovahu. U pacientd s homocystinurii se tak c¢asto objevuji tromboembolické
komplikace (Zak a Zeman, 2010).

Cilem lécby je snizit hladinu homocysteinu. Jednim ze zpisobli, jak toho lze
dosahnout, je podavani vitaminu Bg — pyridoxinu. U pyridoxin-senzitivnich pacientt
pak dochazi ke snizeni hladiny HCY a MET na turoven normalnich koncentraci.
Bohuzel velka skupina pacientii patii mezi pyridoxin-rezistentni. U téch musi byt
celozivotné dodrzovana dieta s nizkym obsahem MET a vysokym obsahem cystinu.
Spole¢né s vitaminem Bg muze byt pacientim podavan betain (remethyluje HCY),
vitamin C (zlepSuje endotelidlni dysfunkci) a kyselina listova (byva uzivana, protoze
podavani pyridoxinu zplsobuje jeji nedostatek) (Andria et al., 2008, Nevoral et al.,
2003).

V ramci diety s nizkym obsahem methioninu maji pacienti zakdzano konzumovat
vSechny druhy masa vcetné€ rybiho a vyrobky z nich, tvrdé i tavené syry, vSechny druhy
lusténin, vejce jako samostatny pokrm, ofechy a mandle. Caste¢nd omezena musi byt
konzumace mléka, masla, smetany, bilého peciva, mouky, krupice, vlocek, ryze,
téstovin, brambor. Potraviny povolené bez omezeni jsou napi. ovoce, zelenina,
marmelddy a dZemy, cukr, olej, margariny, nizkobilkovinné pecivo a mouka,

nizkobilkovinné téstoviny a mléko (www.nspku.cz).

2.3.2.2 Deficit 5, 10-methylentetrahydrofolatreduktasy
Substratem 5, 10-methylen-THF-reduktasy (EC 1.5.1.20) je 5,10-methylen-THF, forma
folatu pritomna nejcastéji uvnitf bun€k. Produktem methylen-THF-reduktasy je 5-
methyl-THF, ktery je pfevladajici formou folatu cirkulujiciho v téle. Defekt enzymu
vede k abnormalni distribuci folatd v téle a snizeni hladiny folatu v plasmé. (van der Put

et al., 1998). Soucasné nizka hladina methyl-THF blokuje enzymovou pfeménu HCY
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na MET, coz vede ke zvySenym hladinam HCY v organismu. V zavislosti na typu
mutace v genu pro methylen-THF-reduktasu se onemocnéni muiize projevit riznymi
zpusoby. Publikovany byly defekty nervové trubice, akutni neurologické poruchy
Vv raném détstvi, progresivni encefalopatie v pozdéjsim détském véku nebo epilepsie.
Lécba spociva v podavani betainu, kyseliny listové, vitaminu Bg a By, a dieté s nizkym

obsahem methioninu (lacobazzi et al., 2014, Prasad et al., 2011).

2.3.2.3 Poruchy metabolismu kobalaminu

Kobalamin (vitamin By, Cbl) ziskavame z potravy. Vstiebava se v travicim traktu
pomoci specidlnich receptorti enterocytii. Prostfednictvim transkobalaminu putuje
krevnim ob&hem a je pfijiman do bunék pomoci lysosomu (Obr. 7). V bunce
se vyskytuje ve dvou formach — jako methylChl v cytosolu plni funkci kofaktoru
enzymu  N-5-methylTHF:homocysteinmethyltransferasy (tzv. methioninsynthasy,
EC 2.1.1.13). Druhd forma — adenosylCbl funguje v mitochondriich jako koenzym
methylmalonyl-CoA mutasy (E.C. 5.4.99.2), jejiz nedostatecnost zptisobuje onemocnéni
methylmalonovou acidurii (Fisher et al., 2014).

Poruchy souvisejici s metabolismem Cbl miZeme d¢lit na poruchy resorpce

a transportu Cbl a poruchy jeho intracelularniho vyuziti.

Cytosol

SukeinylCoA

transkobalamin

OHCbl

\¥So

z+
Cbl
@ OHCbI (CbI")—> CbI*
W

CbI*

Homocystein Methionin

o

K> G
e”"oninsy i

Obr. 7: Cesta kobalaminu v organismu.
OHCbl — hydroxykobalamin, MeCbl — methylkobalamin, AdoCbl — adenosylkobalamin.
(Podle: Rosenblatt a Fowler, 2008)
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Nejcastéjsim typem poruchy metabolismu kobalaminu je porucha Cbl typu C (CbIC)
vedouci ke kombinované methylmalonové acidurii a homocystinurii. Jedna se o defekt
intracelularniho vyuziti kobalaminu, kdy je narusena tvorba methylkobalaminu
a adenosylkobalaminu (Carrillo-Carrasco a Venditti, 2012). Pocateénimi symptomy
u déti do jednoho roku véku jsou nespecifickd letargie, ochablost, hypotonie, problémy
s vyzivou, mikrocefalie, kifeCe a vyvojové opozdéni. U déti diagnostikovanych
V pozd¢jsim véku se objevuji psychické problémy — zmatenost, poruchy osobnosti, dale
kiece a myelopatie. Lécba spociva v podavani parenteralniho hydroxyCbl a betainu,
které Casto zmirfiuje symptomy a potize, ovsem kromé téch neurologickych (opozdéni
vyvoje, kieCe, mikrocefalie a dalsi pretrvavaji) (Fisher et al., 2014).

Jednim z divodu, pro¢ ma porucha metabolismu Cbl vyrazny vliv na organismus,
je fakt, ze pii zablokovani methionintransferasy se hromadi nespottebovany HCY, resp.
SAH, ktery inhibuje betain-homocysteinmethyltransferasu. Tim se snizuje tvorba MET,
resp. SAM, ktery jako dulezity donor methylu nemtize vstupovat do dilezitych reakci,

napt. methylace DNA, histontl, neurotransmiterd apod. (lacobazzi et al., 2014).

2.3.3 Deficit methionin-S-adenosyltransferasy

Jedna se o poruchu jaterni formy tohoto enzymu (EC 2.5.1.6), ktera vede ke zvySeni
koncentraci MET ve tkanich a té€lesnych tekutindch. Za normdlnich podminek enzym
aktivuje MET na SAM, ktery je dilezitym donorem methylové skupiny (Andria et al.,
2008). Pokud reakce neprobiha, methionin se hromadi a u nékterych pacienti mize
dokonce kvuli velmi vysokym koncentracim dochézet az k alternativnimu metabolismu
MET — transaminaci, jiz produktem je 4-methylthio-3-oxobutyrat a dimethylsulfid,
ktery zplisobuje zapach dechu (Gahl et al., 1998).

U nékterych pacientl nema tato porucha zaddné zavazné projevy a je povaZovana
za benigni, u nékolika pacienti byly ale pozorovany neurologické abnormality
a mozkova demyelinizace vedouci k mentdlni retardaci (Chamberlin et al., 1996).

Dochazi-li k demyelinizaci, je pacientim podavan SAM (Andria et al., 2008).

2.3.4 Deficit S-adenosylhomocysteinhydrolasy
Enzym (EC 3.3.1.1) katalyzuje reversibilni hydrolyzu SAH na homocystein a adenosin,
které jsou za fyziologickych podminek ihned dale zpracovavany. SAH je inhibitorem
mnoha SAM-dependentnich methyltransferas a jako takovy hraje dulezitou roli
v regulaci methylaénich procesu (Isa et al., 2006).
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Deficit tohoto enzymu byl poprvé popsan v roce 2004 u chorvatského chlapce, ktery
trpél postizenim svalové hmoty, jater a mozku. Ve svalech byla pozorovana pozvolna,
ale postupujici destruktivni myelopatie, v jatrech lehka chronicka hepatitida a v mozku
postizeni bilé hmoty a abnormalné¢ pomala myelinizace. Do patého mésice véku jeho
psychomotoricky vyvoj sice pomalu, ale kontinudlné¢ postupoval, v patém meésici se
zastavil a kone¢na diagnoza byla uréena v necelych 13 mésicich veéku. Byl 1é¢en dietou
s nizkym obsahem methioninu a byl mu podavan fosfatidylcholin a kreatin monohydrat.
Doslo ke snizeni hladin SAM, SAH a MET (Bari¢ et al., 2004).

O rok pozdéji bylo publikovano klinické pozorovani a 1écba mladsiho bratra tohoto
chorvatského chlapce, ktery byl monitorovan od narozeni, onemocnéni bylo u ngj
prokdzano v necelych 4 mésicich véku. Od narozeni trpél svalovou hypotonii,
po n¢kolika dnech se u néj objevily dychaci obtize. Az do zapoceti 1écby, jejiz princip
byl stejny jako u jeho bratra, byl hypotonicky a vykazoval opozdéni psychomotorického
vyvoje (Bari¢ et al., 2005).

2.3.5 Deficit glycin-N-methyltransferasy
Enzym (EC 2.1.1.20) je zodpovédny za pienos methylové skupiny ze SAM na glycin
zavzniku SAH a N-methylglycinu (sarkosinu). Byly publikovany tfi pfipady tohoto
onemocnéni, dva italiti sourozenci a jeden chlapec zRecka. Vsichni trp&li
methioninemii a zvySenim hladiny jaternich transaminas v plasmé. Od ostatnich poruch,
pti kterych je v plasmé zvySeny methionin, lze deficit glycin-N-methyltransferasy
odlisit métfenim koncentraci dalSich metabolitl. Konkrétng je vyrazn€ zvysena hladina
SAM, naopak zvyseny nejsou koncentrace sarkosinu, SAH a HCY (Mudd et al., 2001;
Augoustides-Savvopoulou et al., 2003; Andria et al., 2008).

2.3.6 Nutri¢ni deficit vitaminu B, u matky novorozence
Diilezitost a funkce vitaminu Biy, resp. kobalaminu byla zminéna vysSe. Zdrojem jsou
témet vyhradné Zivocisné vyrobky - maso, vejce, ryby a mléko. Je-li matka ptisna
vegetaridnka ¢i veganka, zdroj tohoto vitaminu ji v pfirozené stravé chybi. Dale
se deficit vitaminu objevuje u pacientll se zhoubnou anemii, po resekci tenkého stfeva
nebo chirurgickém zaludecnim bypassu. At je nedostatek Bjp, zplsoben jakkoli,

ma zavazny dopad na neurologicky vyvoj plodu (Scolamiero et al., 2014).
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V krvi novorozencli roste hladina propionylkarnitinu, methylmalonové kyseliny
a HCY. V né¢kolika mésicich véku se u ditéte objevuje letargie, nizky svalovy tonus,
zvraceni a prijmy, opozdéni psychomotorického vyvoje, maly vahovy ptiristek. Potize
se mohou objevit i v pfipadé, Ze matka béhem téhotenstvi uzivala vitaminové dopliky.
Lécba spociva v injekénim podéavani vitaminu Bjp, ordlnim podavani zeleza a Bip

je podavan i matce (Roumeliotis et al., 2012; Guez et al., 2012).

Jak jiz bylo zminéno, nize popsand metoda bude vyuzivdna i1 pro selektivni
screening, konkrétné pro diagnostiku deficitu methylmalonyl-CoA mutasy a deficitu
propionyl-CoA karboxylasy.

2.3.7 Deficit methylmalonyl-CoA mutasy

Onemocnéni, nékdy nazyvané methylmalonova acidurie, je jedno z mnoha organickych
acidurii. Postihnuty enzym (EC 5.4.99.2) je vitamin Bj,-dependentni. Jeho deficit vede
k hromadéni methylmalonyl-CoA, jehoz dusledkem je zvySené mnozstvi MMA v mo¢i
a plasmé. Dochézi k sekundarni inhibici propionyl-CoA karboxylasy, coz vede ke
zvySené hladiné kyseliny propionové, propionylkarnitinu a methylcitratu. Je-li
u kojeného ditéte zjisténa v moci vysoka koncentrace MMA, je nutno vyloucit deficit
vitaminu Bi, zvlast’ u déti kojenych matkami pfisnymi vegetariankami ¢i vegankami.

Projevit se onemocnéni miize tfemi zpusoby: tézkou novorozeneckou formou, kdy
po tvodnim obdobi bez piiznaki dojde k prudkému zhorSeni stavu az ke kdématu,
ve kterém dit¢ trpi mimovolnimi pohyby, kie¢emi. Mozek je poskozen edémem. Akutni
intermitentni forma s pozdnim zafatkem se projevi pozdéji, n€kdy dokonce
az v dospivani opakovanymi ataky komatu s hematologickymi a imunologickymi
problémy. Chronicka progresivni forma miva gastrointestindlni nebo neurologické
projevy.

Akutni 1écba se odviji od formy onemocnéni, dlouhodobé se porucha 1é¢i
nizkobilkovinnou dietou s podavanim vitamind, ktera je zna¢n¢ individualni (Wendel

a Ogier de Baulny, 2008)
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2.3.8 Deficit propionyl-CoA karboxylasy.
Deficit tohoto biotin-dependentniho enzymu (EC 6.4.1.3) byva nazyvan jako
propionova acidemie. Charakteristicky je zvySenou koncentraci volné kyseliny
propionové v krvi a moci, zvysenym propionylkarnitinem, MCA a dalSimi metabolity.

Projevy a 1é¢ba jsou obdobné jako u methylmalonové acidurie.

2.4 ODBEROVY MATERIAL PRO NOVOROZENECKY SCREENING

2.4.1 Whatman protein saver cards
Vzorky — suché krevni skvrny (KS) pro NBS se v CR odebiraji novorozenctim
na specialni propisovaci karticky Whatman 903 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA).
Tyto karticky se ozna¢i udaji o novorozenci, rodiCich, lékafi a nemocnici. Kazda
karticka mé své Cislo a ¢arovy kod. Do naznacenych a krytych odbérovych krouzkt
se nechaji nasaknout 3kapky kapilarni krve. Ta by méla pokryt cely odbérovy kruh
0 praméru 1,27 cm. Kazdy kruh udrzi 75-80 pl krve.

2.4.2. Odbér krve pro NBS dle legislativy CR

Kapilarni krev se novorozenciim odebira z paticky 48-72 h po narozeni. Odebira
se i post mortem novorozencuim, kteti zemieli pfed regulérnim odbérem. NBS v tomto
pfipadé poméaha vyjasnit pfi¢inu umrti. Pokud dité¢ potiebuje krevni transfuzi, 1écbu
kortikoidy, dopaminem, provede se odbér diive, nez k nasazeni 1é¢by dojde. Vzorek
se odebira dvojmo, jeden pro vysetfeni DMP a druhy pro vySetfeni ostatnich poruch
zatfazenych do NBS. V nékterych piipadech je nutno vySetfeni opakovat,
tzv. rescreening se provadi 8. — 14. den po narozeni, odbér probiha obdobné.

Pfi odbéru je nutno dbat na spravné provedeni, krev by méla nasaknout do celého
odbérového prostoru, krevni skvrny by nemély byt presaturované, dostate¢né uschnuté
a karticka se nesmi dostat do kontaktu s latkou, kterd by mohla zplsobit degradaci
vzorku. Nasledné jsou karticky zaslany do ptislusné laboratote, ktera screening provadi.

Laboratofe novorozeneckého screeningu jsou povinny po vysetieni zajistit adekvatni
skladovani a archivaci karti¢ek po dobu minimalné 5 let tak, aby je bylo mozno pouZit
pro piipadné opakovani vysetieni a aby byly chranény proti zneuziti (Véstnik MZ CR,
2009).
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2.5 PRIPRAVA A ANALYZA SUCHYCH KREVNICH SKVRN

2.5.1 Obecny postup

At je ucel odbéru a zpracovani KS jakykoli, je nutno dbat na nékolik kroku (Obr. 8).
Po samotném odbéru nasleduje vysuseni vzorku. Dostatecné vysusSeni je velmi dulezité,
protoze zbytkové vlhkost svédci bakteriim a plisnim a také ovliviiuje extrakei. Dal§im
dilezitym krokem je spravny transport a uchovani. Vzorky by mély byt zasilany
do laboratofi v nepropustném obalu spolu s vysouSedlem. Pokud maji byt uchovavany
po velmi dlouho dobu (n€kolik let), musi byt skladovany za nizkych teplot (-20, -80 °C)
(Lehmann et al., 2013).

V laboratofi nasleduje vyrazeni tercikd, pfi kterém je nutno dbat, aby nedoslo
ke kiizové kontaminaci vzorkl. Extrakéni ¢inidlo a metoda vySetieni jsou voleny podle
typu analyzovanych latek. Spatné zvolené extrakéni ¢inidlo miize vést ke zkreslenym

vysledkiim z diivodu degradace nebo nedostate¢né extrakce (Demirev, 2013).

Novorozenec/ Desinfekce Naruseni
pacient odbérového mista odbérového mista
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" Iﬂ'\ >
Q D —— —
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Odbér krve pokojové teploty Transport
na karticku
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]
v
Vyrazeni teréiku Extrakce Analyza
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Obr. 8: Obecny postup prace s krevnimi skvrnami.
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2.5.2 Vyhody a nevyhody

Tato technika je minimalné¢ invazivni, jen malo bolestiva, vyzadovany jsou pouze
desitky mikrolitrd kapilarni krve. Je snadno automatizovatelna, kompatibilni s mnoha
bioanalytickymi metodami.

Maly objem vzorku, ktery je jisté¢ pro novorozence vyhodny, je ale zaroven vyzvou
pro analyzu samotnou, zvlast u stopovych analyti. Dal$Sim problémem muze byt
nerovnomérna distribuce krve v krevni skviné — pfi odbéru krev nenasédkne po celém
povrchu odbérového kruhu, coz vede ke zkresleni vysledkd. Skladovani ve vhodnych
podminkach muize byt pti vySetfovani velkého mnozstvi vzorki také problematické

(Demirev, 2013).

2.5.3 Metody analyzy krevnich skvrn
Jedna z nejuzivanéj$ich metod analyzy krevnich skvrn je spojeni chromatografie
a hmotnostni spektrometrie — off-line nebo online. Rtzné typy chromatografie umoznuji
analyzovat Siroké spektrum latek.

Vhodny a Siroce vyuzivany je piimy nastiik ve spojeni s tandemovym hmotnostnim
spektrometrem (FIA-TMS). Je to rychla a dobfe automatizovatelna metoda vyuzitelna
pro toxikokinetické, farmakodynamické a obsahlé screeningové studie.

V diagnostice dédi¢nych a infekénich onemocnéni se osvédCily na DNA zaloZené
testy (naptf. PCR). Jejich vyuziti v analyze KS se rozviji hlavné v oblasti virovych
onemocnéni — detekce cytomegaloviru, HIV nebo rozliSeni hetero a homozygotu
Vv oblasti genetickych poruch.

Byly vytvoreny testy pro vySetfeni enzymové aktivity fady enzyml zodpovédnych
zaDMP. V této oblasti se osvéd¢ily fluorimetrické, spektrofotometrické, ale
| tandemové hmotnostné spektrometrické metody.

ELISA, jako zéstupce imunometod, je vyuZitelnd pro detekci napt. C- reaktivniho
proteinu. V analyze KS tvoii levny a ucinny nastroj Sirokého popula¢niho screeningu
(Demirev, 2013; Tanna and Lawson, 2011).

Slibnou, ale zatim malo pouzivanou metodou se zdaji byt mikrofluidni ¢ipy. Dosud
byla vyvinuta digitalni mikrofluidni platforma pro rychlé enzymové vyseteni kyselé a-
glukosidasy a a-galaktosidasy pro screening Pompeho a Fabryho poruch (Sista et al.,
2011).

23



Uvedenymi metodami mohou byt detekovany rizné analyty — exogenni nukleové
kyseliny (nejcastéji virové), peptidy nebo proteiny (sérové proteiny a protilatky),
sacharidy, lipidy a malé organické molekuly (aminokyseliny, vitamin D) a také

xenobiotika (narkotika, 1é¢iva) (Lehmann et al., 2013).

2.5.4 Laboratorni vySetireni KS v Ceské Republice
Pro vySetfeni DMP je pouzivana FIA-TMS. Pro vysetieni kongenitalni hypotyreosy,
kongenitalni adrenalni hyperplasie a cystické fibrosy jsou pouzivany imunoanalytické

metody (Véstnik MZ CR, 2009).

2.6 STABILITA KREVNICH SKVRN

Suché krevni skvrny vyuZivané pro NBS jsou zpravidla analyzovany az nékolik desitek
hodin nebo dni po odbéru. Proto je dulezité, aby zjiStované markery byly v tomto
materialu stabilni. Bartl et al. (2014) uvadi, ze ztrata MET, CYSTA a HCY byla
po 14 dnech skladovani v 25°C 5,6 %, 8,1 % a 2,8 %. Adam et al. (2011) uvadi ztratu
MET v krevni skvrné¢ po 35 dnech skladovani 11,6 % za nizké vlhkosti a 29,7 %
zavysoké vlhkosti. Turgeon et al. (2010) popisuje ztratu MMA, MCA a HCY
po 7 dnech skladovani pti 22 °C o0 2,3 %, 9,8 % a 19 %.

2.7 VALIDACE

2.7.1 Definice validace
Podle mezinarodniho metrologického slovniku je validace ovéfovani, Ze specifikované
pozadavky jsou piiméfené pro zamyslené pouziti (JCGM 200, 2012). Novakova
etal. (2013) rozvadi definici validace jako dokazovani, Ze s velkym stupném jistoty
bude urcity proces trvale poskytovat produkt odpovidajici pfedem urcené specifikaci.
Tento dikaz je ziskdn ve form¢ dokumentace. Spravné provedeni zavisi na vhodném

vybéru valida¢nich parametrt a k validaci je nutné pouzit kvalifikovana zafizeni.

2.7.2 Spravnost metody

Je definovana jako tésnost shody mezi vysledkem méfeni a skute¢nou hodnotou
(JCGM 200, 2012). Rozdil mezi pftijatou referenéni hodnotou a namétenou hodnotou

je nazyvan chyba vysledku. Ta se sklada ze dvou slozek — konstantni a ndhodné chyby
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vysledku. Rozdil mezi stfedni hodnotou vysledki zkousek a pfijatou referencni

hodnotou je nazyvan odchylka (BIAS) (Novéakova et al., 2013).

2.7.3 Presnost metody

Ptesnost je definovana jako tésnost shody mezi udaji nebo naméienymi vysledky
ziskanymi opakovanym meéfenim stejného nebo podobného piedmétu zkoumani
za specifickych podminek (JCGM 200, 2012). Zavisi na rozdéleni nahodnych chyb
a nevztahuje se k referen¢ni hodnoté (Novakova et al., 2013).

Mira pfesnosti byva ¢iselné vyjadiena jako smérodatnd odchylka nebo variaéni
koeficient, ziskané za specifickych podminek méteni (JCGM 200, 2012). Podle téchto
podminek vyjadfujeme presnost jako opakovatelnost, mezilehlou preciznost
a reprodukovatelnost (Novakova et al., 2013).

Opakovatelnost je =ziskana opakovanym pouzitim stejné zkusebni metody
na identickém materidlu, v téze laboratofi, tymz pracovnikem, za pouziti stejnych
piistrojil a zatizeni, béhem kratkého ¢asového rozmezi.

Mezilehla preciznost je ziskana za podminek, které zahrnuji stejny postup méteni
identického materialu, stejné misto v rozsifeném casovém tuseku, ale je mozno zménit
nékteré podminky — napf. pracovnika, méfici systém apod.

Reprodukovatelnost vyjadiuje shodu vysledki za podminek, pii kterych je stejny
analyticky material podrobovan méfeni riznymi osobami, pfistroji, v riznych mistech
a casovych intervalech. Zachovana zlistava analytickd metoda (Novakova et al., 2013).

Riizné piipady spravnosti a piesnosti analytické metody jsou znadzornény na Obr. 9.

2.7.4 Linearita

Linearita je schopnost metody poskytnout v daném rozsahu pfijatelnou linearni korelaci
mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu ve vzorku. Linedrni zavislost dvou
nahodnych proménnych je matematicky obecné vyjadiena: y = a + bx.

Tésnost vzdjemné zavislosti dvou nahodnych proménnych charakterizuje korelacni
koeficient - R. Dosahuje pfi linearni zavislosti hodnot £1, ¢im vice se blizi jedné, tim je

zavislost obou proménnych tésnéjsi (Novakova et al., 2013).
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Obr. 9: Grafické vyjadieni spravnosti a pfesnosti metody.
A — nepfesna a nespravna metoda, B — nepfesna a spravna metoda, C — pfesnd a nespravna
metoda, D — pfesna a spravna metoda. Podle: Novakova et al., 2013.

2.7.5 Mez detekce a stanovitelnosti
Mez detekce (LOD) odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signdl statisticky
vyznamné odliSny od Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ) je koncentrace, pii které
spravnost a presnost umozinuji kvantitativni vyhodnoceni vysledku. LOD a LOQ Ize
vypocitat s vyuZitim poméru signdlu a Sumu, ze smeérodatné odchylky odezvy
asmérnice kalibracni k¥ivky, ze smérodatné odchylky odezvy blanku nebo

ze smérodatné odchylky posunuti (Novakova et al., 2013).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1UVOD
Jak jiz bylo zminéno, cilem experimentdlni c¢asti bylo vyvinout a validovat
druhostupiiovou metodu, kterd by umoznovala potvrdit diagnézu u déti, u nichz
V primdrnim novorozeneckém screeningu byly zjiStény abnormdalni koncentrace
methioninu, v pfipadé selektivniho screeningu navic potvrdit nalezy se zvySenym
propionylkarnitinem. Do metody bylo vybrano pét metaboliti, které jsou
diagnostickymi markery pro ridzna onemocnéni v metabolismu methioninu

a kobalamind, propionové acidemie a methylmalonové acidurie (Tabulka 1 a 2).

Tab. 1. O¢ekavané metabolické odchylky pti poruchach metabolismu MET a Cbl v primarnim
a sekundarnim vysetteni NBS.

Primarni
. V}'/sledek Sekundarni Vyéetf‘eni
Metabolicka odchylka NBS
MET/
MET tHCY CYSTA CYSTA

Homocystinurie (deficit cystathion-f3-
synthasy) (1) TN M

Metabolismus kobalamint

deficit Cbl C, Cbl D a Chl F ! 1 1 !
deficit Cbl D-Var 1, Cbl Ea Chl G ! 1
Deficit methioninadenosyltransferasy /111 1 N*(1)
Deficit adenosylhomocysteinhydrolasy 1 N*(1) N*(1) N*(1)
Deficin glycin-N-methyltransferasy 1 N*
Deficit methylentetrahydrofolatreduktasy N*(]) 1 1 !
Nutri¢ni deficit Cbl u matky a dalsi Cbl
defekty N*(]) N*(1)
Deficit vitaminu Bg N*(1) N*(1)

* N — normalni hodnoty, 1 - zvySeni koncentrace, 11 - velmi vyrazné zvyseni koncentrace,

| -snizeni koncentrace, MET/CYSTA — pomér koncentraci MET a CYSTA, ktery je také
vyuzivan jako metabolicky ukazatel. (Podle Turgeon et al., 2010, Bartl et al., 2014, Carrillo-
Carrasco et al., 2012, Bari¢ et al., 2004)
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Tab. 2: Ocekavané metabolické odchylky pfi poruchach metabolismu propionové kyseliny
a Cbl v priméarnim a sekundarnim vysetieni NBS.

Primarni
C vysledek Sekundarni
Metabolicka odchylka NBS vySetfeni
C3-AC MMA MCA
Deficit propionyl-CoAkarboxylasy ™ N* 0
Deficit methylmalonyl-CoAmutasy ) ™" 1
Metabolismus kobalaminti
deficit Cbl A, Cbl B a Cbl D-Var 2 1 1 N*
deficit Cbl C, Cbl D a Cbl F 1 1 N*
Nutri¢ni deficit Cbl u matky a dal$i Cbl defekty N*(1) N*(1) N*

* N — normalni hodnoty, 1 - zvySeni koncentrace, 11 - velmi vyrazné zvyseni koncentrace, |-
snizeni koncentrace. (Podle Turgeon et al., 2010 a Bartl et al., 2014).

28



3.2 MATERIAL A VYBAVENI

3.2.1 Chemikalie

Pouzité standardy, znacené standardy a chemikalie byly analytické Cistoty, zakoupeny
od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Pro piipravu mobilnich fazi a roztokt
byla pouzita ultracistd voda LC/MS Chromasolv (Sigma-Aldrich). Byly pouzity
komer¢ni HCY kalibratory (RECIPE, ClinCal® Whole Blood Calibrator Set (filter
spots) for homocysteine, Level 0-3, ClinChek® Whole Blood Control (filter spots)
for homocysteine, Level I, II).

3.2.2 Pristrojové vybaveni

Analyza suchych krevnich skvrn probihala vysokotuc¢innou kapalinovou chromatografii
(UHPLC Ultimate 3000, Dionex, Sunnyvale, CA, USA). Separace byla provadéna
na koloné¢ C8 (2.6 um, 100 x 4.6 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA). Detekce
tandemovym hmotnostnim spektrometrem (MS/MS API 4000, AB Sciex, Framingham,
MA, USA) probihala v médu skenovani produktu rozpadu molekuldrniho iontu.
Pro detekci MET, CYSTA a HCY byl pouzit positivni ioniza¢ni mod a pro detekci
MMA a MCA negativni ioniza¢ni méd.

Pro ptipravu vzorkti a mobilnich fazi byly pouzity razici klesteé, nastavitelné pipety,
krokovaci pipeta (HandyStep, Brand, Wertheim, Némecko), analytické vahy (KERN
ABT 120-5DM, Belingen, Némecko), centrifuga na 96-jamkové platy (Heraeus
Biofuge Stratos, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), tfepacka na 96-jamkové
platy (Biosan PST-60 HL, Riga, LotySsko), ultrazvukova lazen (Kraintek K12,
Slovensko), vortex (IKA Works, USA).

3.2.3 Biologicky material
Analyzovéany byly suché krevni skvrny novorozenct zaslané do LDMP za tucelem
vySetieni novorozeneckého screeningu. Tyto skvrny byly odebrany novorozencim
z paticky 48 — 72 hodin po narozeni na odbérové karticky pro NBS (Whatman 903, GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Svédsko).
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3.2.4 Priprava vzorki

Vzorky byly pfipravovany v 96-jamkové desticce. Klestémi byly do jamek vyraZeny
z krevnich skvrn (KS) terciky o priméru 3 mm. Ke kazdému terciku bylo pfidano 20 pl
smési znacenych standardll (viz nize) a vzorky byly tfepany 1 min na tfepacce. Dale
bylo do kazdé jamky pipetovano 20 pl 500 mmol-I™ dithiothreitolu (viz niZe) a 100 pl
0,1% kyseliny mravenc¢i (viz pfiprava mobilni faze A). Vzorky byly tfepany 15 min
na tiepacce a centrifugovany (10 min, 4 °C, 2000 rpm). Z kazdé jamky bylo odebrano
90 pul supernatantu, ktery byl piepipetovan do ¢isté jamky a pouzit k analyze.

Soucasné se vzorky pacientll byly chystany k analyze komeréni HCY kalibratory

a spikované KS pro kalibraci.

3.2.4.1 Ptiprava dithiothreitolu
Tento roztok neni mozno dlouhodobé¢ skladovat, proto byl pfipravovan vzdy cerstvy,
konkrétnd 500 mmol-1™ dithiothreitol (M = 154,2 g-mol-I™*). Podle po&tu vzorkt byla
vypoctena pozadovand navazka, kterd byla rozpusténa v potfebném mnozstvi vody. Pro
jednu desticku, tedy 96 vzorka byla potieba minimalni navazka 0,148 g, které byly

rozpustény v 1,92 ml vody.

3.2.4.2 Ptiprava suchych krevnich skvrn pro kalibraci a validaci

Byla pouzita smés nesrazlivych krvi od déti (<10 let), které netrpély onemocnénim
ovlivitujicim metabolismus methioninu, homocysteinu a kobalaminu. Standardy péti
zkoumanych metabolitt (MET, MMA, MCA, HCY, CYSTA) byly rozpustény a byly
Z nich pfipraveny smési ¢. C1-5 (Tab. 3). Na ptipravu skvrn bylo pouzito vzdy 50 pl
smési standardi a 450 pl krve. Pro nulovy bod kalibra¢ni fady bylo pouzito 50 ul
ultracisté¢ vody, kterd byla smichdna se 450 pl krve. Ztakto pfipravené krve byly
na odbérové karticky pro NBS vytvofeny KS (na jednu skvrnu bylo pouzito 50 pl krve)
a byly vysuSeny v digestofi. Skladovany byly v mraznicce pfi teploté - 20 °C.

3.2.4.3 Ptiprava mobilnich fazi pro LC
MF A: 0,1% kyselina mravenc¢i ve vode: 1,02 ml 98% kyseliny mravenci bylo doplnéno
do 1 I vodou.
MF B: 0,1% kyselina mravené¢i v methanolu: 1,02 ml 98% kyseliny mravenéi bylo

doplnéno do 1 1 methanolem.
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3.3 METODY

3.3.1 Priprava smési znacenych standardi

Rozpusténim v ultracisté vode byly pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych znacenych

standardu, které byly nasledné smichany (Tab. 4) a doplnény vodou na objem 25 ml.

Tab. 4: Ptiprava smési znaCenych standardi.

Zasobni Z4sobni Konecna
Standard koncentrace objem (y11) koncentrace Objem (pl)
(umol-1™) ) H (umol-1™)
D3-MCA 6829 25000 10 36.6
D3-MET 6175 25000 10 40.5
D3-MMA 1000 25000 10 250.0
D4-HCY 54.99 25000 10 4546.3
D4-CYSTA 4419 25000 1.5 8.5

Celkovy objem standardii (pul) 20118.1
Objem vody pro doplnéni do 25 ml (ul) 4881.9

3.3.2 Optimalizace chromatografickych podminek
Pro chromatografickou separaci byla modifikovéna diive publikovani metoda (Bartl et
al., 2014). V systému reversnich fazi byly latky separovany na koloné Phenomenex C8
(2.6 um, 100 x 4.6 mm) pii 25 °C. Byla aplikovana gradientova eluce pifi pritoku

mobilni faze 0,35 ml-min™. Celkové doba analyzy byla 5 min. Nasttik vzorku &inil 5 pl.

3.3.3 Optimalizace MS/MS podminek

Pro kazdy analyt a znaCeny standard byly pomoci pfimého nasttiku do hmotnostniho
analyzatoru vyhledany nejintenzivnéjsi specifické fragmenty a byly optimalizovany
hodnoty deklastera¢niho potencialu, vstupniho a vystupniho potencialu kolizni cely
a kolizni energie.

MET, CYSTA, HCY jsou detekovany v positivnim ionizaénim médu, MMA a MCA
V negativnim ioniza¢nim modu. V priibéhu jedné analyzy dochazi v ¢ase 3,8 min

K pfepnuti ionizace z positivniho do negativniho médu.
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3.3.4 Kvantifikace

Pro kvantifikaci byl pro kazdy analyt stanoven pomér plochy analytu ku znacenému
standardu. Koncentrace analytii byly odecteny na zakladé externi kalibrace (manualné

pfipravené kalibratory.
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4. VYSLEDKY

4.1 OPTIMALIZACE PODMINEK HPLC
Nejdiive byla testovana diive publikovana separaéni metoda (Bartl et al., 2014),
kde byly MET, HCY a CYSTA separovany na koloné¢ C8 (Sunfire, 3,5 um, 4,6 x 100
mm) isokratickou eluci (0,1 % kyselina mravenci ve 40 % methanolu). Ale za téchto

podminek nebyla pozorovana dostate¢na separace studovanych latek (Obr. 10).

1.6e6 MET

1.4e6

1.2e6

1.0e6

Intenzita (cps)

8.0¢5 FICY

6.0e5

4.0e5

2.0e5 CYSTA

0.0 ‘ : ,
0.8 1.2 1.6 2.0 24 2.8 32

Cas (min)

Obr. 10: Separace MET, HCY a CYSTA v positivnim ionizaénim modu.
Pomér MF: 40 % B: 60 %A.

Byla tedy aplikovana gradientova eluce (gradient ¢. 1, Obr. 11) a soucasné byl zjistovan
vhodny &as prepnuti positivni ionizace na negativni. Cas piepnuti 3,4 min se neosvédgil
— MET, ktery je detekovan v positivnim modu, se nestacil z kolony eluovat (Obr. 12).
Cas prepnuti byl tedy posunut na 4 min. Dalsi aplikovany gradient (gradient &. 2,
Obr. 13) byl nevhodny =z davodu nedostate¢ného rozd€leni methioninu (analyza
Vv positivnim médu) a MMA s MCA (negativni mod, Obr. 14). Gradient byl tedy znovu
upraven a ¢as prepnuti nastaven na 3,8 min. Finalni profil gradientu a kone¢né separace

vSech studovanych analytii a znacenych standardd jsou ukazany na Obr. 15 a 16.
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Obr. 11. Gradient &. 1.

MF A — 0,1% kyselina mravenci ve vodé, MF B — 0,1% kyselina mraven¢i v methanolu.
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Obr. 12: Separace za pouziti gradientu ¢. 1.
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MF A - 0,1% kyselina mravenéi ve vodé, MF B — 0,1% kyselina mravenc¢i v methanolu.

Obr. 13. Gradient &. 2
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Obr. 14: Separace za pouziti gradientu ¢. 2.
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Obr. 15: Finalni profil gradientové eluce.
MF A —0,1% kyselina mravenci ve vodé, MF B — 0,1% kyselina mravenc¢i v methanolu.
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Obr. 16: Finalni chromatograficka separace vSech analytl a jejich znacenych standardu.
Koncentrace ve vzorku: 50 pmol/l MMA, MET, HCY; 5 pumol-1"CYSTA, 10 pmol-I* MCA

4.2 OPTIMALIZACE PODMINEK MS/MS

Analyty byly detekovany v reZimu skenovani produktu rozpadu molekularniho iontu.
Hodnoty prekurzorovych a fragmentovych
deklasteranich potencialii, vstupnich potencidli, kolizni

na vystupu z kolizni cely pro jednotlivé latky a znacené standardy jsou uvedeny

v Tab. 5.
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Tab. 5: Optimalizované hodnoty MS/MS parametrt

Méd Analyt/IS Ql(Da) Q3(Da) DP(V) EP(V) CE(V) CXP(V)

HCY 136.0 90.0 36 10 15 8
d4-HCY 140.0 94.0 36 10 15 8
8 MET 150.0 104.0 31 10 15 6
& d3-MET 153.0 107.0 26 10 15 6
CYSTA 223.1 134.0 51 10 19 8
d4-CYSTA 2271 137.9 56 10 19 8
MMA 116.9 73.0 -35 -10 -12 -3
8 d3-MMA 119.9 76.0 -35 -10 -12 -3
< MCA 204.9 125.0 -40 -10 -18 -7
d3-MCA 207.9 128.0 -40 -10 -18 -7

Zkratky: Q1 — prekurzorovy iont, Q3 — fragmentovy iont, DP — deklastera¢ni potencial, EP —
vstupni potencial, CE — kolizni energie, CXP — potencial na vystupu z kolizni cely, (+) —
positivni ioniza¢ni méd, (-) — negativni ioniza¢ni mod.

4.3 VYPOCET SKUTECNYCH KONCENTRACI ANALYTU V KS

Pro stanoveni valida¢nich parametrti a dal$i praci s KS bylo nutné nejprve stanovit
skute¢nou vnitini koncentraci jednotlivych analyti v nami pfipravenych KS. Ty byly
ureny na zakladé rozdilu ploch pikl jednotlivych analyth ve skvrnach s ptidavkem

a bez pridavku standardu. Vzorec pro vypocet:

C *P()
Cvnitfni = p— PO

kde C je koncentrace analytu pfidana do KS, Py je pomér ploch piku analytu/znacenému
standardu skvrny bez pifidavku a P je pomér ploch piku analytu/zna¢enému standardu
skvrny s ptidanou koncentraci Cj.

Pro skvrnu byla tato skutecna koncentrace stanovena na zakladé péti riznych

ptidavki a byla vypoctena prumérna hodnota. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 6 — 10.
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Tab. 6.: Vypocet skutecné vnitini koncentrace homocysteinu v krevni skvrné.

HCY Po: 0.649
C ptidana C vnitini
Bod (umol-I'™") P (umol-1™)
1 5 1.09 7.36
2 10 1.58 6.97
3 50 6.27 5.77
4 100 11.10 6.21
5 200 20.00 6.71
Primér (umol-17) 6.60
Smérodatna odchylka (umol-1™) 0.62
CV (%) 9.46

Po — pomér ploch piku analytu/znac¢enému standardu skvrny bez ptidavku, P — pomér ploch
piku analytu/zna¢enému standardu skvrny s pfidanou koncentraci C.

Tab. 7.: Vypocet skute¢né vnitini koncentrace methioninu v krevni skvrng.

MET Po: 0.186
C ptidana C vnitini
Bod @moll®) 7 (umol1Y
1 5 0.28 9.69
2 10 0.36 10.63
3 50 1.12 9.96
4 100 2.12 9.62
5 200 3.86 10.13
Pramér (umol-17) 10.00
Smérodatna odchylka (umol-1™) 0.41
CV (%) 4.05

Po — pomér ploch piku analytu/zna¢enému standardu skvrny bez ptidavku, P — pomér ploch
piku analytu/znacenému standardu skvrny s pfidanou koncentraci C.
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Tab. 8.: Vypocet skute¢né vnitini koncentrace cystathioninu v krevni skvrng.

CYSTA Po: 0.0192
C ptidana C vnitini
Bod (umol-I"") P (umol-1™)
1 0.5 0.06 0.22
2 1 0.11 0.22
3 5 0.53 0.19
4 10 1.07 0.18
5 20 2.05 0.19
Pramér (pmol-17) 0.20
Smérodatna odchylka (umol-1™) 0.02
CV (%) 10.08

Po— pomér ploch piku analytu/zna¢enému standardu skvrny bez ptidavku, P — pomér ploch
piku analytu/zna¢enému standardu skvrny s pfidanou koncentraci C.

Tab. 9.: Vypocet skute¢né vnitini koncentrace methylmalonatu v krevni skvrné.

MMA Po: 0.0138
C ptidana C vnitini
Bod (umol-I"™) P (umol-1™)
1 5 0.03 0.21
2 10 0.07 0.20
3 50 0.38 0.18
4 100 0.72 0.19
5 200 1.49 0.19
Pramér (umol-17) 0.19
Smérodatna odchylka (umol-17) 0.01
CV (%) 6.28

Po — pomér ploch piku analytu/zna¢enému standardu skvrny bez ptidavku, P — pomér ploch
piku analytu/znacenému standardu skvrny s pfidanou koncentraci C.
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Tab. 10.: Vypocet skute¢né vnitini koncentrace methylcitratu v krevni skvrné.

MCA Po: 0.0034
C ptidana C vnitini
Bod (umol-I"") P (umol-1™)
1 1 0.02 0.25
2 2 0.03 0.25
3 10 0.14 0.25
4 20 0.29 0.24
5 40 0.56 0.24
Pramér (pmol-17) 0.25
Smérodatna odchylka (umol-1™) 0.01
CV (%) 2.14

Po— pomér ploch piku analytu/zna¢enému standardu skvrny bez ptidavku, P — pomér ploch
piku analytu/zna¢enému standardu skvrny s pfidanou koncentraci C.

10.4 VALIDACNI PARAMETRY

10.4.1 Spravnost metody
Byla ur¢ena hodnota odchylky (BIAS) pro vSechny analyty na zakladé deseti méteni
KS, které byly spikované 100 pmol-I* HCY, MET a MMA, 10 umoll™ CYSTA
a20 pmol'I*MCA. Odchylka se pohybovala vrozmezi — 0,35 az — 124 %
(viz Tab. 11).

Tab. 11: Odchylka méteni (BIAS).

Analyt HCY MET CYSTA MCA MMA

Primér 910356 10061 961 1947  87.77

(umol/1)
Cuwesns  106.60 110.00 1020  20.25  110.40
(umol/1)
BIAS g5 0.35 5.82 -3.84 -12.40
(%)
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10.4.2 Presnost metody

Opakovatelnost byla stanovena na zaklad¢ deseti méfeni KS spikovanymi dvéma

riznymi koncentracemi analyti (L; a Lj). Ly byl spikovany 10 pmolI*HCY, MET
aMMA, 1 pmol-I'* CYSTA a2 pmolI* MCA. L; byl spikovany 100 pmol-I"* HCY,
MET a MMA, 10 pumoll* CYSTA a 20 umol'I* MCA. Varia¢ni koeficient (Tab. 12)

byl v rozmezi 4,23 — 13,77 %.

Tab. 12: Opakovatelnost.

Ly Lo

Primérna  Smérodatna Primérna  Smérodatna cV
Analyt koncentrace  odchylka (%) koncentrace  odchylka (%)

(pmol/l) (pmol/l) (pmol/1) (pmol/l)
HCY 16.55 1.63 9.87 103.56 14.26 13.77
MET 19.91 0.53 2.67 109.61 7.32 6.68
CYSTA 1.05 0.10 9.56 9.61 1.22 12.74
MMA 1.91 0.13 6.80 19.47 1.66 8.51
MCA 7.46 0.32 4.23 87.77 8.69 9.90

* CV — Variac¢ni koeficient.

Mezilehla preciznost byla stanovena na zakladé deseti méfeni KS L; a L, (viz vyse)

za podminek mezilehlé preciznosti (10 méfeni v riznych dnech). Variacni koeficient

(Tab. 13) byl v rozmezi 4,38 —12,49 %.

Tab. 13: Mezilehla preciznost.

Ll I—2

Primérma  Smeérodatna cV Primérma  Smeérodatna cV
Analyt  koncentrace  odchylka (%) koncentrace  odchylka (%)

(umol/ly  (umol/l) °  (umoll)  (umol/l) g
HCY 16.70 1.93 11.58 115.03 14.36 12.49
MET 19.02 1.69 8.88 107.64 4.72 4.38
CYSTA 1.12 0.11 9.37 9.94 0.66 6.63
MMA 1.96 0.19 9.62 19.65 1.40 7.10
MCA 8.31 0.98 11.73 97.47 5.86 6.01

* CV — Variac¢ni koeficient.
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10.4.3 Linearita

Ptimka zavislosti, rovnice regrese a korelacni koeficient (Obr. 17 — 21) byl pro kazdou
latku stanoven na zdkladé méfeni triplikati KS spikovanych koncentraci standardi

uvedenou v Tab. 14.

Tab. 14: Koncentrace analytt v KS.

HCY MET CYSTA MMA MCA

Bod  (umol-1?) (umol-17) (umol-17) (umol-17) (umol-17)
C prid. C celk. C prid. C celk. C ptid. C celk. C ptid. C celk. C ptid. C celk.
1 0 6.60 0 1000 O 020 O 0.19 0 0.25
2 5 1160 5 1500 05 0.70 5 5.19 1 1.25
3 10 1660 10 2000 1 120 10 1019 2 2.25
4 50 5660 50 6000 5 520 50 5019 10 10.25
5
6

100 106.60 100 110.00 10 10.20 100 100.19 20 20.25
200 206.60 200 21000 20 20.20 200 200.19 40 40.25

C ,:ia. — koncentrace standardi pfidana do KS, C cei. — celkova koncentrace analytu v KS.
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Obr. 17: Linearita, rovnice regrese a korelaéni koeficient R? pro homocystein.
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Obr. 18: Linearita, rovnice regrese a korelaéni koeficient R? pro methionin.
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Obr. 19: Linearita, rovnice regrese a korela&ni koeficient R? pro cystathionin.
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Obr. 20: Linearita, rovnice regrese a korelaéni koeficient R? pro methylmalonét.
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Obr. 21: Linearita, rovnice regrese a korelaéni koeficient R* pro methylcitrat.
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10.4.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti
LOD a LOQ byly zjistény méfenim KS s pfidanou koncentraci analyti 5 pmol-I* HCY,
MET a MMA, 05 pmoll™ CYSTA a 1 pmoll™ MCA. Byla uréena nejnizsi
koncentrace, pii které je intenzita signalu trojndsobkem (LOD), resp. desetindsobkem

(LOQ) intenzity Sumu (Tab. 15)

Tab. 15: Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ).

LOD LO
Analyt - molll) (umo?/l)
HCY 0.94 3.12
MET 0.30 1.01
CYSTA 0.12 0.40
MMA 1.58 5.25
MCA 0.54 1.81
4.4 REFERENCNI ROZMEZI

Referen¢ni rozmezi byla stanovena na zéklad¢ analyzy 510 KS z novorozeneckého
screeningu, které nevykazovaly zvySené hodnoty methioninu. Byl uréen 2,5ty a 97,5ty
percentil souboru dat pro vSechny analyty a také pro pomér koncentraci MET/CYSTA,
ktery je =z diagnostického hlediska také dulezity (Tab. 16). Rozlozeni hodnot

pro jednotlivé analyty je znazornéno histogramy (Obr. 22 — 27) a percentilovymi grafy
(Obr. 28 — 33).

Tab. 16: Referenéni rozmezi.

Referencni rozmezi
Analyt

(umol/1)
HCY 1.19-7.55
MET 10.20 - 23.00
CYSTA 0.20 - 1.00
MMA 0.16 - 3.03
MCA 0.24 - 0.60

MET/CYSTA 15.59 - 74.96
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Obr. 22: Histogram pro homocystein.
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Obr. 24: Histogram pro cystathionin.
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Obr. 25: Histogram pro methylmalonat
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Obr. 28: Percentilovy graf pro homocystein.
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Obr. 29: Percentilovy graf pro methionin.
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Obr. 30: Percentilovy graf pro cystathionin.
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Obr. 31: Percentilovy graf pro methylmalonat.
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Obr. 32: Percentilovy graf pro methylcitrat.

100
90
80

Percentil (%)
—_— o w B W N ~J
(=] S (=] (=) S (=] (=]

(=)

97,5-ty percentil voat

0

jw"‘(’.’

2,5-ty percentil

10 20 30 40 50 60 70 80
Pomér koncentraci MET/CYSTA (umol-1")

90

100

Obr. 33: Percentilovy graf pro pomér MET/CYSTA.
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45 ANALYZA KREVNICH SKVRN S DIAGNOSTIKOVANOU
PORUCHOU

Na zavér byla validovand metoda uplatnéna pti analyze KS od pacientd, u kterych byla
diive potvrzena nékterd ze studovanych DMP. Konkrétné byly testovany krevni skvrny
od pacientii s homocystinurii, methylmalonovou acidurii a propionovou acidemii.
Na Obr. 34 je uvedeno porovnani intenzit pikd analytd ve vzorcich pacienti

a kontrolniho vzorku. Piky byly normalizovany na interni znacené standardy.
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Obr. 34: Porovnani intenzit pikii analyt ve vzorcich pacientl a kontrolnim vzorku.

1 — homocysteinurie, 2 — propionova acidemie, 3 — methylmalonova acidurie, 4 — kontrola.
Intenzity piksi byly normalizovany zna¢ené standardy. Cervena — zvySena/velmi zvysend
koncentrace v ramci stanovenych referenénich rozmezi, modra — snizena koncentrace v ramci
stanovenych referen¢nich rozmezi, ¢erna — koncentrace lezici v referenénim rozmezi.
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5. DISKUZE
Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a validovat HPLC-MS/MS diagnostickou

metodu pro potvrzeni primarnich vysledki NBS a také pro vyuziti v selektivnim
screeningu. Dosud totiz nebyla publikovana HPLC-MS/MS metoda, ktera
by umoziovala simultanni analyzu vSech popsanych péti analytt v suchych krevnich
skvrnach.

Vyvinuta metoda ¢astecné vychazi z diive publikovanych metod, které se ovsem lisi
pouzitym diagnostickym materidlem (Fu, et al. (2013) popisuje detekci HCY, MCA,
MMA a MET v krevni plasm¢) nebo mnozstvim zahrnutych latek (Bartl et al. (2014)
publikoval metodu pro stanoveni CYSTA, MET a HCY, Alodaib et al. (2012) metodu
pro stanoveni HCY). Metoda byla pfizptisobena podminkam a provozu LDMP FNOL
tak, aby mohla byt vyuZivana v ramci planovaného rozsifeni NBS.

Jednd se o metodu druhostupiiovou. V praxi to znamena, ze nebude piimo
aplikovana na veSkeré KS novorozenct zaslané do LDMP za ucelem vySetieni NBS.
Budou ji analyzovany jen ty vzorky pacienti, které budou v primarnim MS/MS
vysetieni vykazovat abnormalni hladinu methioninu. Stanoveni MET, HCY a CYSTA
povede tedy v ramci rozsifeného NBS ke snizeni falesné positivity vysledku v oblasti
diagnostiky DMP metabolismu methioninu.

Zaroven bude stanoveni MMA a MCA vyuZivano v ramci selektivniho screeningu,
kdy bude metoda aplikovana na vzorky pacientt, u kterych jiz dochazi k manifestaci
klinickych ptiznaki DMP. Metoda bude mit opét potvrzovaci funkci, a to pro vzorky
vykazujici abnormalni koncentraci propionylkarnitinu.

Pivodné byla podle Fu et al. (2013) vyvijena metoda pouze pro Ctyfi analyty (MET,
HCY, MMA a MCA), které byly separovany V systému reversnich fazi na koloné
Waters BEH C18 (5 c¢cm, 1.7 um, 2.1 mm). Tato metoda byla validovana a byly
stanoveny referenéni meze. Byla také aplikovana na 340 vzorkli z NBS, které
vykazovaly abnormalni koncentraci MET a vice nez 100 vzorki, které vykazovaly
abnormalni koncentraci propionylkarnitinu. Nebyl zachycen zadny pozitivni nebo
fale$n¢ pozitivni vysledek.

Poté bylo na zakladé publikace Stabler et al. (2013) rozhodnuto o zatazeni CYSTA
do metody. Autofi ¢lanku popisuji diagnosticky vyznam CYSTA a poméru
MET/CYSTA vrozliseni hyperhomocysteinemie z divodu deficitu cystathion-f-
sythasy a z diivodu poruchy remethylace. Vyvinutou metodou na koloné¢ C 18 se nam

ovSem nepodatilo CYSTA témét detekovat, problém se nedafilo vyfeSit ani Gpravou
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gradientu, ani Gpravou postupu piipravy vzorkl.. Nakonec bylo metodou postkolonové
infuze zjisténo, ze se CYSTA na kolon¢ C 18 eluuje v mrtvém case kolony. Podle
publikace Bartl et al. (2014) byla tedy zvolena kolona C 8, na které byla optimalizovana
analyza vSech péti analyti véetné CYSTA. Po tpravé gradientu, nastaveni optimalniho
ptrepnuti positivni a negativni ionizace, které je pouzito z divodu Uspory ¢asu, a vsech
dalsich podminek byla metoda znovu uspésné validovana. Zatazeni piepnuti positivniho
a negativniho moddu ionizace bylo umoznéno technickymi parametry pouzitého
tandemového hmotnostniho analyzatoru.

Pro optimalizaci a validaci byly manualné ptipraveny kalibratory — krevni skvrny
se znamou piidanou koncentraci analytt. Kalibrovany material — tedy KS s definovanou
koncentraci analyti byly totiz komeréné dostupné pouze pro HCY. Tyto komeréni
kalibratory byly rovnéz analyzovany. Vysledky externi kalibrace byly srovnatelné
S manudln€ pfipravenou kalibra¢ni fadou.

V pribéhu analyz jsme zaznamenali nezndmy pik S MRM prechodem odpovidajicim
znacenému MET s retenénim ¢asem 2,6 min (Obr. 16). Znaceny methionin se ale za¢ina
eluovat az v ¢ase 3,4 min, proto nezndmy pik nezptsoboval interferenci.

Pro stanoveni referen¢nich rozmezi bylo zméteno 510 suchych krevnich skvrn, které
byly do LDMP zaslany za ucelem vySetieni NBS akteré vtomto vySetieni
nevykazovaly abnormalni koncentraci methioninu.

Metoda byla uspé$né uplatnéna pii analyze vzorki pacientd S diagnostikovanou
DMP. Koncentrace markerti vyuzivanych pro diagnostiku jednotlivych poruch byly
pozorovany signifikantné mimo referencni meze.

Po zavedeni metody do rutinniho provozu budou metodou vySetfovany vzorky

pravdépodobné jednou tydné.
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6. ZAVER

V tvodnich kapitolach byly uvedeny zakladni informace o novorozeneckém screeningu,
vybranych dédi¢nych metabolickych poruchach a vyuziti suchych krevnich skvrn jako
diagnostického materidlu. Také zde byly shrnuty valida¢ni parametry, které je nutné
stanovit pi1 zavadéni diagnostickych metod.

Druha ¢ast prace se vénuje vyvoji druhostupnové HPLC-MS/MS metody pro analyzu
krevnich skvrn, kterd bude vyuzivdna v LDMP FNOL vV ramci novorozeneckého
a selektivniho screeningu. Byl popsan postup vyvoje metody a stanoveni validacnich
parametrii. Déle byly uvedeny ziskané referen¢ni meze. Metoda byla rovnéz aplikovana
na vzorky pacientt s homocystinurii, methylmalonovou acidurii a propionovou
acidémii.

Metoda bude v pribéhu roku 2015 uvedena do rutinniho provozu.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AdoCbl
Cbhl

CE

CXP
CYSTA
DMP

DP

EP
FIA-TMS

FNOL
HCY
KS
LDMP
LOD
LOQ
MCA
MeCbl
MET
MMA
MS/MS
NBS
OHChbl
SAH
SAM
THF
HPLC

adenosinkobalamin

kobalamin

kolizni energie

vystupni potencial kolizni cely

cystathionin

dédicné metabolické poruchy

deklasteracni potencial

vstupni potencial

flow-injection analysis — tandem mass spektrometry (pfimy nastiik
ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii)
Fakultni nemocnice Olomouc

homocystein

krevni skvrna

Laboratot dédi¢nych metabolickych poruch
limit detekce

limit kvantifikace

methylcitrat

methylkobalamin

methionin

methylmalonat, methylmalonova kyselina
tandemova hmotnostni spektrometrie
novorozenecky screening
hydroxykobalamin
S-adenosyl-homocystein

S -adenosyl-methionin

tetrahydrofolat

kapalinova chromatografie
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