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Abstrakt

Porfyriny a jejich derivaty jsou vyuzivany v diagnostice typu porfyrii. K jejich
stanoveni se pouziva vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s fluorometrickou
detekci (FD). Cilem této prace byla validace HPLC metody pro stanoveni porfyrini v mo¢i a
ve stolici na novém piistroji Chromatograf HP1200 s fluorometrickym detektorem (Agilent
Technologies, USA). Metody HPLC se vyuzivd v Hepatologické laboratoii UKBLD

Vseobecné fakultni nemocnice v Praze.

Vedouci laboratofe si vyzadal ureni poctu teoretickych pater na koloné&, rozliSent,
retenéniho faktoru a piresnosti metody. Primérna ptesnost metody pro stanoveni porfyrind
v moci a ve stolici byla 0,74 %. Presnost metody HPLC vyhovuje pozadavku pro rutinni
stanoveni porfyrini v mo¢i, respektive ve stolici. Metoda byla rovnéZ ovétena na vzorcich
moce a stolice pacientl, u kterych byl typ porfyrie jiz diive urcen. Stanoveni odpovida

soucasnym kriteriim pro rutinni vySetfeni analytu v biologickych materidlech.

Kli¢ovy slova: porfyriny, vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, validace, moc, stolice.



1 Uvod

Porfyriny jsou organické slouéeniny, obsahujici ¢tyfi pyrrolova jadra spojena
konjugovanymi dvojnymi vazbami do cyklu s chelata¢né vazanym atomem kovu. Biologicky
nejvyznamnéjsim porfyrinem je hem [1]. Pii poruse biosyntézy hemu zplsobené uplnymi
nebo Casteénymi defekty enzymii podilejicich se na této metabolické draze vznika u ¢loveka
onemocnéni tzv. porfyrii. P porfyrii se hromadi porfyriny nebo jejich prekurzory
v nékterych tkanich, zvysuje se jejich hladina v plazmé ¢i v erytrocytech a dochazi rovnéz

k jejich zvysenému vylucovani stolici nebo moci.

Dvojné vazby ptitomné v pyrrolovych jadrech porfyrinii jsou odpovédné za jejich
charakteristickou absorpci a fluorescenci. Pro vSechny porfyriny bez ohledu na postranni
fetézec je charakteristické absorpéni maximum pii 400 — 408 nm v oblasti Soretova pasu.
Tohoto jevu se vyuziva pii spektrofotometrickém stanoveni jejich celkového mnozstvi v moci

a stolici.

Porfyriny po excitaci svétlem o vinové délce 400 - 408 nm cervené fluoreskuji, vinova
délka emitovaného svétla je charakteristicka pro jednotlivé porfyriny. Této specifické
vlastnosti porfyrintt se vyuziva pro jejich fluorimetrickou detekci v krvi. Pro odliseni
jednotlivych typi porfyrii je nutné stanovit zastoupeni jednotlivych porfyrinti vV poméru
k jejich celkovému mnozstvi v moci a stolici. K tomuto stanoveni se pouziva vysokotéinna
kapalinova chromatografie (HPLC) s gradientovou eluci na reverzni fazi s fluorimetrickou
detekci. Analytickd metoda vcetné pfistroje pred uvedenim do rutinniho provozu musi byt
validovana. Plna validace se provadi pro ovéfeni vhodnosti metody pro diagnostiku porfirii
U pacientt. V dalSich letech se provadi jen ¢asteCna validace, respektive revalidace.

Pozadavky na revalidaci nejsou piesné definovany a mohou se liSit pro rtizné stanoveni.

Cilem mé bakalarské prace bylo validovat HPLC metodiku pro stanoveni porfyrint
v moci a ve stolici na novém pfistroji Chromatograf HP1200 (Agilent Technologies, USA)
S fluorometrickym detektorem (Agilent Technologies, USA) v Hepatologické laboratofi
UKBLD Vseobecné fakultni nemocnice v Praze. V prvni &asti své prace jsem shrnula
teoretické poznatky o porfyrinech s ohledem na jejich strukturu a chemické vlastnosti. Dale
jsem popsala syntézu hemu a onemocnéni, které souviseji s defektem enzymi pii jeho

syntéze.



V praktické ¢asti jsem urcila presnost metody HPLC a dale pocet teoretickych pater
na koloné, rozliseni a retenéni faktor podle pozadavku pracovisté. Po validaci metody jsem

urcila spektrum porfyrinti u vybranych pacienti a hodnotila ziskané chromatogramy.



2 Teoreticka cast

2.1 Struktura porfyrint

Porfyriny jsou slouc¢eniny odvozené od porfinu. Porfin je tetrapyrrol, obsahujici étyfi
pyrrolové Kruhy, které jsou vzajemné spojené pomoci methylenovych mistka (-HC=).
Molekula porfinu je uvedena na obr. 1. Pyrrolové kruhy jsou oznaceny I- IV. Substituenty
na kruzich jsou oznaceny 1 - 8. Methylenové mistky jsou oznaceny a, B, y a 8. Vyznamnou
vlastnosti téchto sloucenin je schopnost tvotfit komplexy s kovovymi ionty (Fez+, Fe**, Mg2+),
které se vazou K dusikovému atomu pyrrolovych kruhti a vznikaji tzv. metaloporfyriny.
Porfyriny maji také substituované periferni vodiky. Mezi substituenty patii skupiny
methylova, karboxyethylova, vinylova a karboxymethylova. Porfyriny se symetricky
uspofddanymi substituenty se nazyvaji porfyriny typu I. Asymetrické porfyriny jsou porfyriny
typu Ill. V lidském téle se vyskytuji pouze typ porfyrini | a Ill. Pficemz typ III je Cast&jsi
a vyznamngjsi, nebot’ je obsazen v hemu. Hem je komplex porfyrinu s Fe** ionty. Porfyriny

obsahuji systém konjugovanych dvojnych vazeb, ktery je odpovédny za typické zabarveni [2].
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Obr. 1: Molekula porfinu: Prevzato z publikace Burtis a spol [3]


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Porfin&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Pyrrol

2.2 Biosyntéza hemu

Hem je syntetizovan prakticky ve vSech lidskych bunkéach, nejaktivnéjsi biosyntéza
probiha Vv kostni dieni a jatrech. Hem je kromé hemoglobinu pfitomen napt. v myoglobinu
a Vv katalase [3]. Vzhledem k nepostradatelnosti hemu v organizmu ma jeho vypadek fatalni
nasledky pro zivot ¢lovéka. Schéma syntézy hemu je uvedeno na
obr. 2 [3]. Vychozim produktem syntézy je sukcinylkoenzym A (sukcinyl CoA), pochazejici
z citratového cyklu v mitochondriich, a aminokyselina glycin. Produktem této kondenza¢ni
reakce, katalyzované syntasou kyseliny 5-aminolevulové, je kyselina aminoketoadipova, ktera
je dekarboxylovana za vzniku kyseliny 5-aminolevulové (ALA). ALA je syntetizovana
V mitochondriich, ze kterych ptechazi do cytosolu. V cytosolu kondenzuji dvé molekuly ALA
za katalytického uc¢inku ALA-dehydratasy (synonymum porfobilinogensyntasa) za tvorby 2
molekul vody a porfobilinogenu (PBG), coz je prvni prekurzorovy pyrol. Kondenzaci 4
molekul PBG vznikd hydroxymethylbilan. Reakce je katalyzovana enzymem
hydroxymethylbilansyntasou (PBG-deaminasou). Hydroxymethylbilan samovolné vytvaii
cyklus a vznika uroporfyrinogen I nebo mize byt pfeménén enzymaticky na uroporfyrinogen
III. Tato reakce je aktivovana uroporfyrinogenkosyntasou. Za fyziologickych podminek
vznika vyhradné izomer III. Uroporfyrinogen Ill je pfeménén na koproporfyrinogen IlI
dekarboxylaci vSech acetatovych skupin, které se tim méni na methylové substituenty. Reakce
je katalyzovana enzymem uroporfyrinogendekarboxylasou. Koproporfyrinogen 111 vstupuje
do mitochondrii, kde se méni na protoporfyrinogen IX a poté na protoporfyrin IX za
enzymatického pisobeni koproporfyrinogenoxidasy a protoporfyrinogenoxidasy. Kone¢nym
krokem syntézy hemu je zaclenéni zeleznatého iontu do protoporfyrinu za katalytického
pusobeni ferrochelatasy. Koncentrace hemu v mitochondriich reguluje negativni zpétnou
vazbou aktivitu enzymi. Pii defektu nékterého enzymu pii syntéze hemu se za¢nou zvySovat
koncentrace nékterych meziproduktl, které vyvolaji v organizmu metabolické onemocnéni,
tzv. porfyrii. Meziprodukty syntézy hemu Se v zavislosti na své rozpustnosti vylucuji moci
(ALA, PGB, uroporfyrin, koproporfyrin) nebo stolici (koproporfyrin, protoporfyrin).
Stanoveni spektra vylu¢ovanych meziproduktii syntézy hemu ve stolici nebo moci se vyuziva

v diagnostice porfyrii [4].

-10 -



/ Mitochondrien \ Cytosal
2ALA
Succioyl CoA !

Ciiycine
§—CoA o PACG cythiaoe
-+~ H;M,
Cm_= Ca
o HzN\_’@ Forphobilincgen (FBG)
HG
ALA syrthase |
H
2 IPBG
HO, MNH. _..-/ fwtrozymeiteibilune
B synthiase
G Aminotevulinic seid {ALA} Al sponrangons)

Hydrmxyecthylbilane

Cm
Hroparmiyprinogen-It
R Ferrochelarase rnihare fEponnneous)
et cm
Cm Cet
m Cm
Cet Cet
Protgaporphyrin O Uraporphyrinogen 11T Umpurph}'nnog:n [
Frotoporphyrinugen Yroparphyrinagen Lroporphyrinogen
oxidare decarborylate decarborylese
wn hie Cel e Cet Me
Me ¥ Me Crt Me Cisl
Capraparftyringgen
e Me Me Ml Cet Me
e Cet Cet Cat Me t
Pmotoparphyrinogen 1X Coproporphyrinogen [ Coproporphyrinagen |

o

Obr. 2: Schéma syntézy hemu. Cet- karboxyethyl, Cm- karboxymethyl, Me- methyl, Vn-vinyl
Prevzato z publikace Burtis a spol. [3]




2.3 Déleni a klasifikace porfyrii

Zakladni déleni typu porfyrii je primarni a sekundarni. Primarni porfyrie je zpasobena
vrozenym defektem enzymu V biosyntetické draze hemu. VétSinou se jedna o autozomalné
dominantni onemocnéni, kromé& kongenitalni erytropoetické porfyrie (CEP), ktera je
autozomaln¢ recesivni. Naopak sekundarni porfyrie jsou ziskané. Mohou vzniknout intoxikaci
(napf. otrava olovem) nebo pii nékterych systémovych onemocnénich jako jsou napf.

chronické hepatopatie, lymfoproliferativni onemocnéni nebo hemolytické anémie.

Kromé vyse uvedeného déleni Ize porfyrie délit na chronické a akutni. Mezi akutni
porfyrie patii akutni intermitentni porfyrie (AIP), porfyria variegata (PV) a hereditarni
koproporfyrie (HK). Mezi chronické onemocnéni fadime porfyrii cutanea tarda (PCT),

erytropoetickou protoporfyrii (EPP) a kongenitalni erytropoetickou porfyrii (CEP) [5].

2.3.1 Akutni porfyrie

Akutni porfyrie se projevuji ataky s kolikovitymi bolestmi bticha, popf.
neurologickymi a psychiatrickymi pfiznaky. Mezi psychické poruchy patii naptiklad
dezorientace, deprese, Uzkost, halucinace a hysterie. Neurologickym symptomem akutni
porfyrie mtze byt neuropatie perifernich nervii hornich koncetin, ktera mize vést az

k paralyze respiracnich svald a smrti.

Akutni ataky mohou byt vyvolany napiiklad zvySenou koncentraci pohlavnich
hormona (estrogeny a gestageny u zen), 1éky, alkoholem, stresem, infekci, dietni chybou
a dale i porfynogennimi xenobiotiky. Dietni chybou je myslena reduk¢ni dieta nebo snizeny
ptivod sacharidii. Néktera xenobiotika jsou schopna vyvolat onemocnéni i u osob, které
nemaji genetickou predispozici. Napt. hexachlorbenzen pouzivany pro moteni p$enice v 50.
letech v Turecku vyvolal ataku PCT az u tisice osob. Mezi xenobiotika, zptisobujici ataku jen
u osob sgenetickou poruchou, patii barbituraty, sulfonamidy, makrolidova antibiotika,

néktera antimykotika, ranitidin nebo paracetamol [5].
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Akutni intermitentni porfyrie (AIP)

AIP je nejcastgjsi porfyrie v Ceské republice, vyskyt je 1/30 000 obyvatel. AIP je
zpusobena defektem enzymu hydroxymetylbilansyntasy, ktery katalyzuje pireménu
porfobilinogenu na hydroxymetylbilan. VétSinou je provazena akutnimi atakami.
Charakteristické je 20 - 200 ndsobné zvySeni vylu€ovani PBG moci pii atace a 2-5 nasobné
vylu¢ovani mimo ataku. Vylucovani porfyrinu stolici je normalni, coz umoziuje odlisit AIP

od PV a HK [5].

Porfyria variegata (PV)

PV je v Ceské republice pomérné vzacna (relativnd Castd je u bé&losské populace
Vv Jihoafrické republice sincidenci 3/1000 obyvatel). PV je zpisobena defektem enzymu
protoporfyrinogenoxidasy, ktera katalyzuje preménu protoporfyrinogenu Il na protoporfyrin
IX. Vyznacuje se neurologickymi pfiznaky, koZzni symptomatologii nebo obojim.
Charakteristickym rysem je vysoka exkrece protoporfyrinu a koproporfyrinu stolici. ALA
aPBG jsou v obdobi akutni ataky vylucovany moci ve vysokych hodnotach. Uroporfyrin
v moci, ktery béhem akutni ataky casto nachdzime, vznikd neenzymatickou kondenzaci

porfyrinogenu [5,6].

Hereditarni koproporfytie (HK)

HK je méné& Casté onemocnéni V porovnani s ostatnimi typy porfyrii. Onemocnéni je
zpusobeno  defektem  enzymu  koproporfyrinogenoxydasy  katalyzujici  pfeménu
koproporfyrinogen 111 na protoporfyrinogen 1X. Diagnosticky se vyznacuje zvySenym
vylucovanim koproporfyrinu moci a stolici. Exkrece je vétSinou vyssi nez 500 ng/24 hodin
(normalni hodnota do 200 pg/24 hodin). Klinické pfiznaky HK jsou podobné AIP. U HK se
v nékterych ptipadech vyskytuji kozni 1éze [5].
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2.3.2 Chronické porfyrie

Porphyria cutanea tarda (PCT)

PCT lze dale délit nasledujicim zpasobem: typ | — sporadicka forma, typ Il —
familiarni forma s autozomaln¢ dominantnim zptisobem dédi¢nosti, typ Il je toxicka forma,

Zpusobena latkami, které vyvolavaji klinické i biochemické symptomy i u zdravych jedinct.

Enzymovym defektem je u PCT snizena aktivita uroporfinogendekarboxylasy v jaterni
tkani. Ke snizeni aktivity dochazi u formy sporadické patrné exogennim vlivem, u formy
familiarni je aktivita snizena vrozen&. PCT je nejéast&jsi porfyrii v Ceské republice. Vyskyt je
1/5 000 obyvatel. Jeji ptiznaky délime na kozni a jaterni. Pro kozni piiznaky jsou
charakteristické hyperpigmentace ktze, tvorba puchyit, fotosenzitivita a snadna zranitelnost
kaze. Jaterni postiZzeni neni specifické, je pravdépodobné vysledkem zevnich faktort, jako
jsou alkohol, drogy, toxiny, infekce hepatitidou C, infekce HIV, uzivani estrogenti, koufeni
nebo nizky piijem vitaminu A a C. Tyto faktory zaroven mohou zpisobit manifestaci

porfyrie. Dale je popsana asociace s cukrovkou [6].

Jaterni postizeni muze vést az Kcirhdze jater a hepatocelularnimu karcinomu.
U nemocnych s nelééenou PCT je vyrazné zvySena exkrece porfyrini (nad 500 pg/24 hod)
vmoéi, ALA a PBG je vnormé. V chromatografickém profilu porfyrinii ve stolici jsou
ptitomny patologické formy porfyrinu se 4 karboxylovymi skupinami (koproporfyrin), které
vznikaji dekarboxylaci porfyrinu s 5 karboxylovymi skupinami (pentakarboxyporfyrin).
Piitomnost patologickych derivata koproporfyrinu je typicka pro nelécenou PCT, nikdy

se nevyskytuji u jinych onemocnéni. [5].

Ervthropoeticka protoporfyrie (EPP)

EPP je relativné vzacna. Popsano bylo celosvétoveé dosud jen nékolik stovek pacientt.
Jedna se o autosomélné dominantni dédicné onemocnéni, zplsobené defektem v enzymu
ferrochetalasy. U této porfyrie dominuji kozni ptiznaky s normalni exkreci porfyrini moci.
Ostatni projevy jsou vzacnéjsi a vyskytuji Se jen u menSiny nemocnych. Jedna se zejména
0 postizeni jater, zpasobené akumulaci protoporyfrint, které mtze vést v malém procentu
piipadu i k selhani jater. Tato komplikace je provazena vyraznym ukladanim protoporfyrinu

Vv jatrech a zvySenim hladin protoporfyrinu v plazmé a erytrocytech. [5].

-14 -



Kongenitdlni etvtropoeticka porfyrie (CEP)

CEP je velmi vzacné autosomalné recesivni dédi¢né onemocnéni, které se projevuje brzy
po narozeni. V dospélosti se vyskytuje jen ziidka. Onemocnéni je zpusobeno nedostatkem
enzymu uroporfyrinogensyntasy. Klinické projevy jsou rizné a jsou ovlivnény stupném
enzymatického deficitu. Kozni pfiznaky a fotosenzitivita pfipominaji symptomy u PCT,
ukladanim porfyritti, a mohou fluoreskovat v ultrafialovém svétle. Porfyriny jsou ulozeny také
v kostech. Vyraznym rysem je hemolytickd anémie, ktera je disledkem vyrazné zvysenych
hladin porfyrina v erytrocytech [5,7].

2.4 Laboratorni diagnostika porfyrii

Laboratorni diagnostiku porfyrii a konzultace poskytuje Hepatologicka laboratot UKBLD
VFN a 1. LF UK v Praze. Molekulari diagnostika porfyrii se v Ceské republice provadi
na Klinice détského a dorostového 1ékarstvi VFN a 1. LF UK v Praze.

Vysetiovaci algoritmus pii podezieni na porfyrickou nemoc [8]

U pacientt s podezfenim na chronickou porfyrii s koznimi piiznaky nebo jaterni 1ézi
nejasného puvodu se provadi stanoveni odpadu celkovych porfyrinti ve sbirané moci za 24
hodin a ve stolici. U vSech pacientd s vy$§im odpadem mocovych porfyrini nad 200 ug/den
nebo vyssim obsahem porfyrind ve stolici nad 200 nmol/g susiny se vysetiuje automaticky
separace porfyrini HPLC v moci, pfipadné ve stolici. Tito pacienti maji obvykle normalni

hladiny ALA a PBG v ¢erstvé ranni mo¢i.

Druhou klinickou situaci jsou pacienti s atakou. Pokud lze pacientovi odebrat vzorek
moce béhem ataky, muze se potvrdit diagnéza pomoci zvysené hladiny ALA, PBG nebo
zvySeného odpadu celkovych porfyrini ve sbirané moci. Stejné¢ jako v pfedchozim ptipadé
uvSech pacienti s odpadem mocovych porfyrini nad 200 pg/l se provadi automaticky

separace porfyrini metodou HPLC.

Dalsi alternativou je pacient mimo ataku, ktery ma hodnoty porfyrini a jeho
prekurzort v moci prakticky normalni. Pokud ma Iékat klinické podezieni (napf. na zéklad¢

typickych anamnestickych udajii), je vhodné provést odpad celkovych porfyrini ve stolici
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a pokud je mnozstvi porfyrini ve stolici nad 200 nmol/g provadi se automaticky HPLC

separace porfyrintl.

K odliseni akutnich porfyrii se stanovuje emisni maximum plazmatickych porfyrint.

K dispozici je rovnéz stanoveni aktivity enzymt biosyntetické drahy porfyrina v erytrocytech.

2.4.1 Stanoveni prekurzori porfyrinu

Stanoveni deltaaminolevulové kyseliny (ALA)

Stanoveni se provadi ze vzorku ranni moci. Principem stanoveni je reakce ALA
obsazené v moci S acetylacetonem za vzniku pyrrolové slouceniny, ktera reaguje s 4-
dimethylaminobenzaldehydem (Ehrlichova reakce). Vznikly rizovofialovy barevny komplex

se stanovuje spektrofotometricky pii 555 nm [9].

Vzorek moce pro stanoveni ALA je stabilni pii pH 6 - 7 v temnu pii -20 °C 1 mésic
nebo pii +4 az +8 °C 4 dny. Pfi zpracovani vzorku v den odbéru miize byt vzorek ponechan
pti pokojové teploté. Nekteré Iéky zvySuji pti bézné davce koncentraci ALA (interference
invivo). Jedna se o anopyrin (také analyticka interference), diazepam, noxyron, radepur,
rudotel, seduxen, sodanton, derivaty pyrazolonu, sulfonamidy a estrogeny. Ke zvyseni hladiny
ALA vede iabusus alkoholu (interference in vivo). Inhibice Ehrlichovy reakce muze byt
zptisobena mocovinou, askorbovou Kkyselinou, thioly, kyselinou 5-hydroxyindoloctou,
indikanem, tryptofanem, indoxylsulfatem nebo bilirubinem [10]. Normalni hodnoty ALA

Vv ranni mo¢i jsou do 4,5 mg/l [11].

Stanoveni porfobilinogenu (PBG)

Stanoveni se provadi ze vzorku ranni moc¢i. Principem stanoveni je Ehrlichova reakce
V kyselém prostfedi za vzniku razovofialového produktu, jehoZ intenzita se stanovuje

spektrofotometricky pii 555 nm [12].

Vzorek moce pro stanoveni PBG je v temnu stabilni pfi +20 az +25 °C pouze 8 hodin.
Nekteré 1éky snizujici pii bézné davce koncentraci PBG. Jedna se o erevit, glucosum,
lipovitan, vitamin E, ascorutin a celaskon. Naopak léky, které zvySuji pii bézné davce
koncentraci PBG, jsou radepur, noxyron, sodanton, anopyrin, dirastantorecan, plegomasin,
chlorpromazin, prokain a penicilin [10]. Latky, které inhibuji Ehrlichovu reakci, jsou stejné

jako pro stanoveni ALA. Normalni hodnoty PBG v ranni moc¢i jsou 2,5 mg/1 [11].
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2.4.2 Stanoveni celkovych porfyrinu

Stanoveni celkovych porfyrini v moci

V moci se za fyziologickych podminek vyskytuje koproporfyrin a uroporfyrin,
protoporfyrin v moc¢i neni prokazatelny pro jeho malou rozpustnost ve vod¢. Pii defektech
enzymu pii Syntéze hemu lze prokazat v moci hepta-, hexa- i pentakarboxy porfyriny.
Stanoveni celkovych porfyrind Se provadi ve vzorku sbirané moce za 24 hodin. Odpad
porfyrint v moci se stanovuje spektrofotometrickou metodou v kyselém prostiedi v oblasti
Soretova pasu (400 - 408 nm) [13].

Porfyriny ve vzorku sbirané moci jsou v temnu stabilni 1 mésic pii -20 °C nebo 4 dny
pti +4 az +8 °C pii pH 6 - 7. Pti pokojové teploté a pH 6 - 7 je vzorek modi stabilni pouze
jeden den. Léky, které zvySuji pii bézné davce koncentraci porfyrini, jsou noxyron,
fenobarbital, rhytmochin 1I, spasmoveralgin, diazepam, radepur, rudotel, seduxen a
tetracyklin. Interferujici latky u stanoveni celkovych porfyrind v moc¢i jsou hemoglobin a

bilirubin [10]. Normalni hodnoty celkovych porfyrini v mo¢i jsou do 200 pug/24 hodin [11].

Stanoveni celkovych porfyrinu ve stolici

Ve stolici se za fyziologickych podminek vyskytuje protoporfyrin a koproporfyrin,
vzacné uroporfyrin. Tii dny pied vySetfenim je nutné dodrzovat dietu bez masnych vyrobku a
syrového nebo nedovafeného masa. Princip metody je stejny, jako je popsan v kapitole
Stanoveni celkovych porfyrini v moc¢i. Pfed stanovenim porfyrind ve stolici je nutné

extrahovat chlorofyl a karotenoidy ze vzorku stolice do éteru [12].

Porfyriny ve vzorku stolice jsou stabilni 1 den pii 4 °C nebo 1 mésic pii -20 °C.
Interference stanoveni jsou stejné jako u stanoveni porfyrini v moc¢i. Normalni hodnoty

celkovych porfyrind ve stolici jsou do 200 pmol/kg susiny [11].
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Stanoveni porfyrini v plazmé

Porfyriny jsou vkrvi pfedevsim ve form¢ uroporfyrinu, koproporfyrinu
a protoporfyrinu. Principem stanoveni je méfeni fluorescen¢niho emisniho maxima porfyrind.
Porfyriny po excitaci svétlem o vinové délce 405 nm cervené fluoreskuji. Vinova délka
emitovaného svétla 619 - 620 nm odpovidd onemocnénim PCT, AIP, HK, CEP a sekundarni
koproporfyrinurii, vinova délka 626 - 629 nm je typicka pro onemocnéni PV a 633 - 635 nm

pro EPP, eventualné otravu olovem [14].

Vzorek je stabilni 1 den pii 4 °C nebo 1 mésic pti -20 °C. Léky zvySujici pii bézné
davce koncentraci porfyrint jsou tetracyklin, noxyron, phenobarbital, rhytmochin II,
spasmoveralgin, diazepam, radepur, rudotel a seduxen. Stanoveni je stizeno interferenci

hemoglobinu nebo bilirubinu v plazmé [10].

2.4.3 Specialni vysSetreni

Stanoveni aktivity enzymui - Dehydratasa 5-aminolevulové Kyseliny

Spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymu se provadi Vv nesrazlivé krvi. Krev
musi byt odebrana do zkumavek obsahujicich heparin nebo EDTA. Vzorky musi byt
transportovany do laboratofe na ledu. Dehydratasa 5-aminolevulové kyseliny katalyzuje
kondenzaci 2 molekul ALA na PBG. Koncentrace PBG se stanovi spektrofotometricky
Ehrlichovou reakci pii 555 nm. Stanoveni aktivity dehydratasy se provadi pfi podezieni

na otravu olovem, pii které dochazi k inaktivaci tohoto enzymu [15].

Stanoveni aktivity enzymui - Porfobilinogendeaminasa (uroporfyrinogen-l-syntasa)

Spektrofotometrické stanoveni aktivity porfobilinogenasy se provadi Vv nesrazlivé krvi.
Stejné jako v pfedchozim piipad€ je nutné odebrat vzorek do zkumavky, ktera obsahuje
heparin nebo EDTA. Porfobilinogendeaminasa katalyzuje pfeménu c¢tyt molekul PBG
na hydroxymethylbilan. Hydroxymethylbilan je bud’ enzymové kosyntasou pireménén
na uroporfyrinogen III, nebo spontanné cyklizuje za vzniku uroporfyrinogenu I. Oxidaci
bezbarvych uroporfyrinogent | a Il pisobenim UV svétla vznikaji porfyriny, jejichz

koncentrace je stanovovana fluorometricky [16].

-18 -



2.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je separa¢ni metoda, kde se latky
déli na zakladé rozdilné distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi. Jednotlivé analyty jsou
rizné¢ zadrzovany a zpozd'ovany stacionarni fazi [17]. Separace se provadi za ucelem
kvantitativni nebo kvalitativni analyzy. Jedna se o kolonovou chromatografii. Na zakladé
rozdilného zpisobu zadrzovani a d¢leni separovanych latek muzeme HPLC délit na
rozd€lovaci, adsorpéni, iontové vyménou a gelovou permeacni chromatografii. Pro separaci
porfyrini se pouziva chromatografie rozdélovaci, ktera je zalozena na principu rozdilné
rozpustnosti analytu mezi dvé zcela nemisitelné kapaliny. Dale rozliSujeme chromatografii s
normalni fazi a chromatografii s rezervni fazi. V prvnim piipad¢ je stacionarni faze polarni a

mobilni faze nepolarni. Pfi reverzni chromatografii je polarita fazi obracena.

V nasledujici ¢asti jsou popsany jednotlivé ¢asti piistroje pro HPLC [17, 18, 19, 20]
a schéma chromatogramu je uvedeno na obr. 3. Piistroj HPLC se sklada ze zasobniku na
mobilni fazi, pumpy, ddvkovaciho zatizeni, separacni kolony, detektoru a pocitace. Na rozdil
od béZné kolonové chromatografie je soucasti HPLC pfistroje vysokotlakd pumpa, kterd
umoznuje prutok mobilni faze kolonou mensich rozmért, coz umoznuje vyssi Gcinnost

separace latek za kratSi dobu ve srovnani s klasickou kolonovou chromatografii.

CHEOMAIOGEA B
14
2
g 11
pampa 2 o piley
. R g ad
mob11n1[E) B e e T
farc [ aErirl Eae [min]
="
déwlcovac pocitac
kohout se o
smyckou separacni B

leolona detelrtor lj

Obr. 3 : Schéma pristroj pro HPLC. Schéma prevzato z webovych strdnek [21]
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Zasobnik na mobilni fazi a pumpa

Mobilni faze je ze zasobniku odCerpavana pumpou ptes filtry, které¢ zabranuji nasati
necistot do separacni kolony. Pfi stanoveni porfyrintt v mo¢i i ve stolici se pouziva HPLC
s kvartérni pumpou a mobilni faze je nasavana a vytlaovana periodicky. Nasavani je
zajisténo Ctyfmi ventily napojenymi na Ctyfi separatni zasobniky. U této pumpy lze plynule
menit slozeni mobilni faze a to zménou obsahu jednotlivych slozek mobilni faze. Gradientové

eluce muzeme vyuzit pro separaci smési analytu lisicich se svou polaritou [18, 19].

Davkovaci zarizeni

Presn¢ definovany objem vzorku se davkuje do proudu mobilni faze pod velkym
tlakem. Vzorek davkujeme bud® manualné¢ nebo automaticky spomoci automatického
davkovace. Davkova¢ muze byt ve dvou polohach a to bud’ v poloze plnéni smycky, kdy
smyc¢kou neprochazi proud mobilni faze a davkuje se vzorek, nebo v poloze nastiiku, kdy je

vzorek vyplachovan mobilni fazi do systému [18, 19, 20].

Kolona

Separacni kolony pro HPLC musi odolavat vysokym tlakiim, a proto jsou vyrabény
Z odolnych materialti napiiklad z kovu, skla, plastu nebo kiemene. Uvnitt kolony se nachazi
stacionarni faze, kterd mize byt polarni nebo nepolarni. Na kolon€ je vétSinou napsana jeji
specifikace, tj. rozméry kolony (délka, vnitini pramér), velikost ¢astic, velikost poru a typ
stacionarni faze. VétSinou se pouzivaji kolony 10 - 25 cm dlouhé s vnitinim primérem 3 - 6
mm, o velikosti ¢astic 3, 5, nebo 10 um a primérnou velikosti port 8 nm [18, 19]. Stacionarni
faze je drzena v koloné¢ pomoci frit. Pfed poSkozenim je kolona chranéna kovovym plastém.
V naSem piipad¢ byla pouzita kolona s chemicky vazanou stacionarni fazi na inertnim nosici
(silikagel). Silikagel neboli oxid kfemicity je dnes nejCastéji pouzivany inertni nosi¢ diky
velkému specifickému povrchu, ktery se pohybuje mezi 100 az 150 m%g. Na povrchu
silikagelu jsou ptfitomny hydroxylové (silanové) skupiny, které mohou byt modifikovany
vhodnymi funkénimi skupinami, urcujici vyslednou polaritu. Bé&Zné pouzivané jsou

hydrofobni stacionarni faze s navazanymi uhlovodikovymi fetézci.
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Detektor

Detektor reaguje na zménu slozeni mobilni faze méfenim fyzikalnich nebo

chemickych veli¢in. Detektory lze dé€lit na destruktivni a nedestruktivni. V destruktivnim

detektoru je analyt nevratné degradovan. Piikladem jsou elektrochemické detektory. Naopak

v nedestruktivnim detektoru nedochazi ke zmén¢ analytu. Mezi tyto detektory patii napiiklad

spektrofotometricky, refraktometricky nebo fluorimetricky detektor. Dale mizeme detektory

délit na univerzalni, které reaguji na velkou Skalu analytl, na selektivni, které reaguji

na urc¢itou skupinu latek, a na specifické, které detekuji pouze jediny analyt.

Zéakladni pojmy tykajici se detektoru jsou nasledujici[18]

gum:
Drift:

Mez detekce:

Citlivost detektoru:

Dynamicky rozsah

detektoru:

Linearni dynamicky

rozsah detektoru:

Néahodné vykyvy méfeného signalu.
Postupna zména intenzity signalu s ¢asem.

Koncentrace analytu, pii které je signal statisticky vyznamné odli$ny

od Sumu.

Citlivost je nejmensi rozdil v koncentraci stanovované latky, ktery uz
Ize detektorem rozlisit. Odpovidda smérnici kalibra¢ni piimky

zobrazujici zavislost koncentrace na odezvé detektoru.

Rozsah koncentraci, ve kterém zména koncentrace zpusobi zménu

intenzity signalu.

Rozsah koncentraci, ve kterém je citlivost detektoru konstantni (£ 5%).

Fluorimetricky detektor

Dale se budu zabyvat pouze fluorimetrickym detektorem, ktery jsem pouZila

pro stanoveni porfyrini v moc¢i i stolici [22]. Fluorimetricky detektor lze pouzit pouze

pro latky, které vykazuji fluorescenci. V tomto piipadé méfime sekunddrni emisni zéfeni,

které vyzari latka poté, co absorbovala primérni excita¢ni zafeni. Pti absorpci zéafeni prechézi
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molekula do excitovaného stavu, resp. do vyssi vibra¢ni hladiny. Pti preskoku zpét

do zakladniho stavu dojde k vyzafeni emisniho zafeni ve formé fluorescence.

Jako zdroj zafeni se pouzivéa rtutova vybojka, miniaturni xenonova vybojka nebo
laser. Po svételném zdroji nasleduje monochromator, ktery z polychromatického zaieni
ze zdroje propusti pouze paprsek o urcité vinové délce. Poté paprsek prochazi mérnou celou.
Zde dojde k absorpci excita¢niho zafeni a poté k emisi. Intenzita zafeni se méfi v thlu 90°
k ptivodnimu paprsku, aby na fotonasobi¢ nedopadalo excitacni zafeni. Poté nasleduje opét

monochromator, ktery vybere fluoreskujici zafeni o urcité vinové délce.

Fotonasobic€ je zalozen na principu vnéjsiho fotoelektrického efektu. Je to evakuovana
nadoba, v niz je umisténa katoda, na druhé stran¢ anoda a mezi nimi soubor dynod. Z katody
se uvolnuji elektrony, které dopadaji na dynodu. Zde je sekundarni emisi nasoben jejich
pocet. Toto se opakuje i na dalSich dynodéach. Nakonec na anodu dopadne o nékolik fadi vice

elektronti. Vyhodou tohoto detektoru je velmi nizka mez detekce [18, 19, 20].

Na obr. 4 je uvedeno schéma tohoto detektoru.

@%_eﬁ* 1 svételny zdroj

* 2 monochromator
T 3 ¢ocka

4 mérna cela

5 fotonasobié
5 lde 6 zesilovad

7 zapisovad
6 F

7L

Obr. 4: Schéma fluorimetrického detektoru. Prevzato z webovych stranek [21]

2.5.1 Vyhodnoceni

HPLC techniku Ize vyuzivat jak k identifikaci analytu (kvalitativni vyhodnoceni),
tak i ke stanoveni jeho mnozstvi (kvantitativni vyhodnoceni). Kvalitativni i kvantitativni
vyhodnoceni se provadi z chromatogramu pomoci specialniho programu, ktery je soucasti
HPLC ptistroje. Odezva detektoru se zobrazi na chromatogramu jako chromatograficky pik.

V idealnim pftipad¢ je pik pfesn¢ symetricky, tzv. Gaussovsky pik. Velikost piku je vétSinou
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pifimo umérna koncentraci latky. Reten¢ni faktor, vypocitany z chromatogramu, odpovida

typu analyzované latky [19].

Priklad chromatogramu je uveden na obr. 5 [19].

Chromatogram
g —»
R
2
“
<
4
éas

Obr. 5: Chromatogram: ty- mrtvy cas kolony, tr- retencni cas slozky vzorku, Y- sirka piku pri
zakladné (ve vzorcich pouzivame oznaceni W), h- vyska piku, A- plocha piku. Obrdzek prevzat

z publikace Opekar a kol. [19]

Reten¢ni faktor charakterizuje zpoZzd'ovani a zadrzovani analytu v kolong&. Vypocet se

provadi podle vzorce [17] a ma byt vétsi nez 3.

K, - reten¢ni faktor
tpi=ty T tg; - retenéni Cas i-tého analytu [min]
- to ) tyt ty, - mrtvy Cas kolony [min]
t;{,i - redukovany reten¢ni ¢as [min]

RozliSeni uréuje miru oddé€leni dvou pikl, separace muze byt bud Uplnd, tj. az

na zakladni linii (rozli$ni vétsi nez 1,5) nebo ¢aste¢na (rozliseni mensi nez 1,5) [17].

R j - rozliSeni piki i-t¢ho a j-t¢ho anylytu
) 2 (tgs ~tay) 20t tzi - retenéni ¢as i-tého analytu [min]
H Wyt W W T W, tz; - retencni &as j-tého analytu [min]

W.

W; - Sitka piku j-t¢ho analytu pfi zakladné [cm]

- Sifka piku i-té¢ho analytu pfi zakladné [cm]
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Pocet teoretickych pater je mirou ucinnosti separace analytd na chromatografické

koloné. Pozadovany pocet teoretickych pater je vyssi nez 2000 [17].

; ; n - pocet teoretickych pater
o= 16-[tR—'j] _ 5,545.[ Ly j ] te; - retenéni Gas j-t¢ho analytu [min]
Wi Wiz W, - sifka piku j-tého analytu pii zakladné
[cm]
W, ,, ;-8iika piku j-tého analytu v polovin€
vysky piku [cm]
2.5.2 Validace

Pod pojmem validace se rozumi ovéteni spolehlivosti analytické metody vcetné
samotného piistroje k zamyslenému pouziti. Valida¢ni parametry HPLC metody zahrnuji
presnost metody (smérodatnd odchylka, opakovatelnost), spravnost metody (vytéZnost
metody, porovnani s referenénim materialem), kalibra¢ni charakteristiky (rozsah, linearita,
citlivost metody, mez detekce, mez stanovitelnosti), selektivitu, robustnost metody a vliv

matrice vzorku [23].

Pied zavedenim metody do rutinniho pouZzivéani je nutné ji plné validovat pro dany
ucel. Pii jejim pievedeni na novy pfistroj se metoda nové validuje a nebo se porovnava
navaznost nékterych valida¢nich parametri stanovenych na piivodnim pfistroji. Pro pfevedeni
stanoveni porfyrinu v moci a stolici na novy HPLC ptistroj HP1200 (Agilent Technologies,
Inc, USA) bylo nutné provést kontrolu piesnosti metody, stanoveni normalniho rozlozeni dat
(test normality), stanoveni poctu teoretickych pater, rozliSeni a reten¢niho faktoru. V piipadg,
ze vSechny hodnoty jsou v mezich pozadavkl pro validaci v Hepatologické laboratofi
UKBLD Vseobecné fakultni nemocnice v Praze, je novy pfistroj dostate¢né piipraven

pro rutinni stanoveni porfyrini v moci a ve stolici.

Zakladni pojmy popisné statistiky [23]:

Aritmeticky prumeér: SlouZzi k popisu stiedni hodnoty urcit¢ho souboru dat. Vyjadiuje stied

kolem, kterého jsou data rozptylena (dale jen pramér).
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Median: Je také ukazatel stiedni hodnoty a pii popisu menSiho souboru dat je
jeho pouziti lepsi nez pouziti prameru. Median ziskdme, kdyz sefadime
soubor dat vzestupné nebo sestupné a u lichého poctu méteni je median
prostiedni hodnota, u sudého poctu méfeni je median primér dvou

stfednich hodnot.

Rozpeti: Je rozdil mezi maximalni a minimalni hodnotou v souboru dat.

Zakladni pojmy validace [23]:

Presnost metody:  Je shoda mezi na sobé nezavislymi vysledky stanoveni za piedem
definovanych podminek. Pfesnost je dana smérodatnou odchylkou

a opakovatelnosti.

Smérodatna odchylka s

N N - pocet méfeni
1 _ -
5= V1 Z(:{:t — I)Z. X; - namétend hodnota
N lim X - pramérna hodnota

Relativni smérodatna odchylka nebo-li variaéni koeficient v

v==-100[%)]

- smérodatna

5
— S
€ X - primérna hodnota

Spravnost metody.  Je mira totoZnosti mezi naméeienou hodnotou a skutecnou hodnotou.

Kalibracni charakteristiky:

Linearita: Je ptimkova zavislost odezvy pfistroje na koncentraci analytu.

Rika, v jakém rozsahu koncentraci je odezva pfistroje linearni.

Citlivost a mez detekce: viz odstavec detektor v kapitole 6.2 Validace HPLC.
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Mez stanovitelnosti: Odpovida koncentraci, pifi které je pfesnost stanoveni takova, ze

dovoluje kvantitativni vyhodnoceni.

Selektivita: Schopnost metody urCit dany analyt dostateéné piesné¢ a spravné i

V pfitomnosti interferujicich latek.

Robustnost: Mira vlivu kolisani jednotlivych parametrii na vysledek analytického

stanovent.
Validace pristroje: ~ Validace jednotlivych komponent piistroje (napt. software).

Test normality: Pomoci tohoto testu kontrolujeme, zda jsou hodnoty v souboru dat

Gaussovsky rozlozené.

2.6 HPLC stanoveni porfyrint

Mnozstvi celkovych porfyrini se stanovuje vmoci a stolici semikvantitativng.
Pro stanoveni piesné diagndzy a urceni typu porfyrie je nutné znat rovnéz spektrum porfyrint
v moci a stolici. K tomuto ucelu se pouziva HPLC. Podle rozdilné rozpustnosti porfyrinti
ve vodé nebo v tucich se derivaty porfyrini vylucuji mo¢i nebo stolici. Uroporfyrin je
dominantnim porfyrinem v moc¢i, ve stolici je to koproporfyrin a protoporfyrin. Pti zvysenych
koncentracich uroporfyrinu v organismu muze dochézet k jeho ptreméné a vzniku derivati
porfyrintt se 5, 6 a 7 karboxylovymi skupinami. Naopak ve stolici mize byt koproporfyrin
transformovan anaerobnimi bakteriemi zazivaciho traktu na derivaty s vétSim pocétem

karboxylovych skupin [24].

Celkové porfyriny v moc¢i se mohou rozdélit metodou HPLC na uroporfyrin s 8
karboxylovymi skupinami, heptakarboxyporfyrin se 7 karboxylovymi skupinami,
hexakarboxyporfyrin se 6 karboxylovymi skupinami, pentakarboxyporfyrin s 5
karboxylovymi skupinami a koproporfyrin se 4 karboxylovymi skupinami. K separaci je

vhodna gradientova eluce na reverzni fazi s fluorimetrickou detekci [25].

Porfyriny ze vzorku nesuSené stolice se extrahuji esterifika¢ni smési za vzniku esterd
porfyrinti. Estery reaguji s kyselinou sirovou (soucast esterifika¢niho ¢inidla). Vzorek je poté
ziedén vodou a stanovované latky jsou extrahovany do chloroformu. Vzorek esterd porfyrint

ze stolice v chloroformu se rozdéli vysokou¢innou HPLC na ester uroporfyrinu,

- 26 -



heptakarboxyporfyrinu, hexakarboxyporfyrinu, pentakarboxyporfyrinu, koproporfyrinu a
protoporfyrinu. K separaci je vhodna gradientova eluce na normalni fazi s fluorimetrickou
detekci [26].

Veskera experimentalni data byla namétena v terminu od 15. 10. 2010 do 31. 1. 2011
na kapalinovém chromatografu HP1200. Data byla vyhodnocena pomoci valida¢niho

programu SW Effichem v 3.0 [24].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristroje a pomucky

Pro stanoveni porfyrini vmoci a ve stolici byl pouzit Kapalinovy chromatograf
HP1200 (Agilent Technologies, Inc, USA) slozeny z kvartérniho ¢erpadla a smyckového
davkovaciho analytického ventilu (ECOM, CR). Detekce byla provadéna s vyuzitim
fluorimetrického detektoru (Agilent Technologies, Inc, USA) (excitace 405 nm, emise 625
nm). Pro stanoveni porfyrini v modi byla pouZita kolona Separon SGX C18 (Tessek, CR).
Tato kolona je vhodna pro chromatografii na reverzni fazi. Primérna velikost ¢astic v koloné
byla 5 um. Délka kolony byla 150 mm a vnitini pramér byl 3,3 mm.

K homogenizaci vzorku stolice byl pouzit nozovy homogenizator (Ultra turrax, Ika
werk, Germany). Ke kontrole kvality extrakce porfyrintit do chloroformu byla pouzita UV
lampa (UVC-16, Ultra Lum, USA). K odpafeni chloroformu ze vzorku byla pouzita rotaéni
vakuova odparka (RVO 200A, Ingos, CR). Separace porfyrinii ze stolice byla provedena
na koloné Separon SGX NH; (Tessek, CR). Jedna se o kolonu vhodnou pro chromatografii
s normalni fazi. Primérna velikost ¢astic v koloné byla 7 um. Délka kolony byla 150 mm a

primér byl 3,3 mm.

3.2 Cinidla a chemikalie

K pfipravé mobilni faze pro separaci porfyrinii z moci byl pouzit roztok A a B. Roztok
A byl ptipraven smisenim 0,25 ml 2,6 lutidinu p. a. (Sigma, USA), 0,40 ml 85% kyseliny
fosfore¢né p. a. (Penta, CR), 105 ml acetonitrilu p. a. (Sigma, USA) a 70 ml acetonu p.a.
(Sigma, USA). Objem byl doplnén do 500 ml destilovanou vodou. Roztok B byl piipraven
smisenim 300 ml acetonitrilu p.a. (Sigma, USA), 150 ml methanolu p.a. (Sigma, USA) a
50 ml acetonu p.a. K okyseleni moci byla ptipravena 3M HCI do 10 ml banky nafedénim 2,5
ml 37% HCI p.a. (Penta, CR). Objem baiky byl doplnén destilovanou vodou [25].

K piipraveé esterifikacni smési pouzivané pro Upravu vzorku stolice byl pouzit

methanol p. a. (Penta, CR) a 98% kyselina sirova p.a. (Meck, USA). Vysledna koncentrace
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kyseliny sirové byla 5% v metanolu. Smés byla ptipravovana v ledové lazni. K extrakci byl
pouzit chloroform p.a. (Penta, CR). Dalsi chemikalie, ktera byla nutna pro piipravu vzorku
stolice pro analyzu porfyrind, byl octan sodny, trihydrat p. a. ( Penta, CR). K piipravé mobilni
faze byl pouzit roztok A (octan ethylnaty p.a., Merck, USA) a roztok B (heptan p.a., Merck,
USA) [26].

3.3 Priprava standardu porfyrina pro HPLC

Pro stanoveni porfyrini v mo¢i byl pouzit Standard porfyrini Porphyrin Acid
Chromatographic Marker Kit (Porphyrin Products, Logan, UT 84321, USA), ktery obsahuje
10 nmol kazdého porfyrinu tj. uroporfyrinu, heptakarboxyporfyrinu, hexakarboxyporfyrinu,
pentakarboxyporfyrinu, koproporfyrinu a protoporfyrinu. Smés standardu porfyrini byla
rozpusténa v 1 ml 3 M kyseliny chlorovodikové. Vysledna koncentrace kazdého porfyrinu
v nafedéném standardu byla 10 pmol/l. Natedény standardni vzorek byl skladovan pii 4 °C
[25].

Pro stanoveni porfyrind ve stolici byl pouzit standard porfyrin Porphyrin Ester
Chromatographic Marker Kit (Porphyrin Products, Logan, UT 84321, USA), ktery obsahuje
10 nmol kazdého esteru porfyrinu tj. uroporfyrinu, heptakarboxyporfyrinu,
hexakarboxyporfyrinu, pentakarboxyporfyrinu, koproporfyrinu a dikarboxyporfyrinu. Smés
standardu porfyrinii byla rozpusténa v 1 ml chloroformu p.a. (Penta, CR). Vysledna
koncentrace kazdého porfyrinu v natedéném standardu byla 10 pmol/l. Natedény standardni

vzorek byl skladovan pii 4 °C [26].

3.4 Priprava vzorku pro HPLC

Jeden mililitr vzorku moce byl okyselen 0,1 ml 3 M HCI a centrifugovan 10 minut pfi
1500 otackach za minutu. V ptipadé, ze koncentrace celkovych porfyrinti byla nad 600 ug/l,
bylo nutné vzorek nafedit 3 M HCI. Poté byla provedena HPLC analyza s fluorimetrickou
detekei [25].

Do bariky bylo navazeno mezi 300 — 400 mg nativni stolice. Vzorek stolice byl prelit
10 ml esterifikacni smési a zhomogenizovan nozovym homogenizatorem. Smés Se pies noc

esterifikovala pii laboratorni teploté. Druhy den byla smés prelita do 15 ml centrifugacni
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zkumavky a centrifugovana 5 minut pii 1500 ota¢kach za minutu. Supernatant byl opatrné
stahnut do 100 ml délicky. K sedimentu byly pridany 3 ml esterifikacni smési, obsah byl
promichan, znovu centrifugovan a supernatant byl prelit do délicky. K hnédému roztoku
v d¢licce bylo pridano 5 ml nasyceného octanu sodného. Z roztoku se vykrystalizovaly bilé
krystaly Na;SO,. Indikatorovym papirkem bylo zkontrolovano pH. Bylo-1i pH niz$i nez 3.5,
byl pfidan octan sodny a opét bylo zkontrolovano pH. Bylo-li vyssi nez 3,5, bylo pfidano
30 ml destilované vody, a poté doslo k uplnému rozpusténi siranu sodného. Do dé¢licky bylo
piidano 25 ml chloroformu. Poté byl vzorek 2 min. dikladné tiepan a byla provedena kontrola
pod UV lampou. Po osvétleni UV svétlem byla ¢ervena pouze vrstva chloroformu obsahujici
porfyriny. Dale byla chloroformova vrstva oddélena, 2 x promyta 50 ml vody, zfiltrovana
do 50 ml odpafovaci banky, odpafena na rotacni vakuové odparce a ulozena do temna.
Vzorek byl piipraveny pro HPLC analyzu. Pfed vlastnim stanovenim byl vzorek fedén
chloroformem na koncentraci porfyrint nizsi nez 600 pg/l a byla provedena HPLC analyza

s fluorimetrickou detekci (excitace 405 nm, emise 625 nm) [26].

3.5 Parametry HPLC

Pro optimalni separaci porfyrinti ze vzorku moci byl nastaven pritok mobilni faze 0,8
ml/min pii 30 °C. Byl aplikovan linearni gradient. Na zacatku analyzy byla mobilni faze
slozena z 97 obj. % roztoku A a z 3 obj. % roztoku B, do dvacaté minuty klesla slozka A na 5
obj. % a do 24 minuty klesla na 3 obj. %. Do davkovaciho zafizeni bylo nejdtive aplikovano

150 pl pfipraveného standardu a nasledné vzorky moc¢i jednotlivych pacientt [25].

Naproti tomu pro stanoveni porfyrinii ze vzorku stolice byl nastaven optimalni priitok
mobilni faze na 1,5 ml/min pti 30 °C a také byl pouzit linearni gradient. Na zac¢atku stanoveni
byla mobilni faze slozena z 5 obj. % roztoku A a z 95 obj. % roztoku B. Po 12 minutach bylo
slozeni 30 obj. % roztoku A, po 25 minutach bylo 80 obj. % roztoku A a po 30 minutach bylo
90 obj. % roztoku A. Nejprve bylo do davkovaciho zatizeni aplikovano 20 ul pfipraveného

standardu a nasledné 20 ul jednotlivych vzorki zpracované stolice pacientd [26].

3.6 Vyhodnoceni chtomatogramu standardu porfyrinu

Ptipraveny standardy (Porphyrin Acid Chromatographic Marker Kit a Porphyrin Ester
Chromatographic Marker Kit) byly analyzovany na HPLC pfistroji. Ziskané chromatogramy
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jsou uvedeny v piiloze 1 a 2. Odpovidajici retenéni ¢asy derivati porfyrini jsou uvedeny
vtab. 1. a tab. 2. Identifikaci porfyrini na dal§ich chromatogramech jsem provedla

ze standardu méfeného personalem laboratote.

3.7 Vyhodnoceni chromatogramu vzorku pacientu

1) Kvalitativni vyhodnoceni porfyrinii: Pomoci retencnich ¢ast porfyrind ve standardu

byly identifikovany porfyriny ve vzorku moce a stolice.

2) Kvantitativni vyhodnoceni porfyrinii: Pro stanoveni diagnézy porfyrie je nutné urcit
zastoupeni jednotlivych porfyrini ve vzorku. Pro tento tcel byla pouzita metoda
vnitini normalizace za predpokladu stejnych odezvovych faktord pro jednotlivé
derivaty. Celkova plocha pikd vSech porfyrinti na chromatogramu je 100 %. Z plochy
piku a z celkové plochy vSech pikli bylo zjiSténo procentudlni zastoupeni kazdého

porfyrind.

Fyziologicke hodnoty:

Fyziologické hodnoty ve vzorku moce jsou pro koproporfyrin do 80 %, uroporfyrin do
20 % a heptaporfyrin do 7 % z celkového mnozstvi porfyrini ve vySetfovaném vzorku [11].
Fyziologické hodnoty ve vzorku stolice jsou pro protoporfyrin do 80 %, koproporfyrin do 20

% a uroporfyrin do 3 % z celkového mnozstvi porfyrinu ve vzorku [9].

-31-



4 Vysledky a diskuze

Nejprve bylo nutné urcit retencni c¢asy derivati porfyrint pomoci standardii
pro stanoveni v moc¢i a ve stolici. Vhodné podminky pro analyzu porfyrint v moc¢i byly
nasledujici: nastfik 150 pl standardu, pritok mobilni faze 0,8 ml/min pii teplot¢ 30 °C,
linearni gradient zmény slozeni mobilni faze byl od 97 obj. % do 3 obj % roztoku A (slozeni
roztokdi A a B viz kapitola 3.2 Cinidla a chemikalie) a fluorimetricka detekce (excitace 405
nm, emise 625 nm). Pro stanoveni porfyrini ve stolici byl nastfik 20 pl standardu, pritok
mobilni faze 1,5 ml/min pfi teploté 30 °C, linedrni gradient zmény sloZeni mobilni faze byl
od 5 obj. % 90 obj % roztoku A (slozeni roztokii A a B viz kapitola 3.2 Cinidla a chemikalie)
a fluorimetricka detekce (excitace 405 nm, emise 625 nm). Za téchto podminek byla

naméfena data uvedena v tabulkiach 1, 2, 3, 6,8 a 9.

Tab. 1: Retencni Casy derivatit porfyrinit ze vzorku modi

Derivaty Porfyrina Retencni ¢asy (min)
Uroporfyrin 7,53
Heptakarboxyporfyrin 8,65
Hexakarboxyporfyrin 10,02
Pentakarboxyporfyrin 11,76
Koproporfyrin 14,06
Protoporfyrin 19,75

Tab. 2: Retencni ¢asy derivatii porfyrinii ze vzorku stolice

Derivaty Porfyrinii | Reten¢ni ¢asy (min)
Protoporfyrin 4,10
Koproporfyrin 11,04

Pentakarboxyporfyrin 14,54

Hexakarboxyporfyrin 16,63

Heptakarboxyporfyrin 18,17
Uroporfyrin 19,43
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4.1 Validace HPLC metody pro stanoveni porfyrintii v moci a ve

stolici

K testovani byl pouzit standard porfyrint. Standard porfyrint pro stanoveni v moci byl
zméten pétkrat. Pro stanoveni ve stolici Sestkrat. Nameéfené hodnoty jsou uvedené
V procentudlnim zastoupeni jednoho piku k celkové plose vSech pika. Z dat byla urcena
popisna statistika, pfesnost metody a test normality. Vysledky méfeni standardu pro stanoveni

v mo¢i jsou uvedeny v tabulce 3, 4, 5 a standardu pro stanoveni ve stolici v tabulce 6, 7 a 8.

Tab. 3: Naméiené hodnoty standardu porfyrinii pro stanoveni v moci

Méreni (%)
Porfyriny 1 2 3 4 5

Uroporfyrin 13,4 13,6 13,2 13,4 13,4
Heptakarboxyporfyrin 14,2 14,2 14,0 14,2 14,1
Hexakarboxyporfyrin 15,8 15,8 15,9 15,9 15,9
Pentakarboxyporfyrin 19,8 19,7 19,8 20,0 19,7
Koproporfyrin 16,7 17,3 17,5 17,5 17,4
Protoporfyrin 20,0 19,5 19,7 19,4 19,6

Tab. 4: Popisnd statistika Z hodnot naméienych ze standardu pro stanoveni v moci

Pocet |Primér | Median | Minimalni | Maximalni| Rozpéti
méreni hodnota hodnot

Uroporfyrin 5 13,4 13,4 13,2 13,6 0,4
Heptakarboxyporfyrin 5 14,1 14,2 14,0 14,2 0,2
Hexakarboxyporfyrin 5 15,9 15,9 15,8 15,9 0,1
Pentakarboxyporfyrin 5 19,8 19,8 19,7 20,0 0,3
Koproporfyrin 5 17,3 17,4 16,7 17,5 0,8
Protoporfyrin 5 19,6 19,6 19,6 20,0 0,4

-33-



Tab. 5: Pi'esnost metody pro stanoveni porfyrinii v moci

Smérodatna Relativni Test normality
odchylka smérodatna
odchylka (%)

Uroporfyrin 0,14 1,06 0,30
Heptakarboxyporfyrin 0,09 0,63 0,25
Hexakarboxyporfyrin 0,05 0,35 0,26
Pentakarboxyporfyrin 0,12 0,62 0,30

Koproporfyrin 0,33 1,94 0,25
Protoporfyrin 0,23 1,17 0,20

Tab. 6: Mé¥eni opakovatelnosti ndstiiku standardu porfyrinii pro stanoveni ve stolici

Méfieni (%)
Porfyrin 1 2 3 4 5 6
Protoporfyrin 13,51 13,48 13,62 13,54 13,64 13,51
Koproporfyrin 16,31 16,31 16,18 16,4 16,27 16,24

Pentakarboxyporfyrin | 16,05 16,22 16,01 16,04 16,10 16,19
Hexakarboxyporfyrin 16,19 16,14 16,14 16,02 16,12 16,10
Heptakarboxyporfyrin | 18,21 18,11 18,15 18,26 18,11 18,17

Uroporfyrin 19,93 19,71 19,86 19,72 19,37 19,76

Tab. 7: Popisnda statistika 7 hodnot naméienych ze standardu pro stanoveni v moci

Pocet |Primér | Medidan | Minimalni | Maximalni| Rozpéti

méreni hodnota hodnot
Protoporfyrin 6 13,55 13,52 13,48 13,64 0,16
Koproporfyrin 6 16,28 16,29 16,18 16,40 0,22
Pentakarboxyporfyrin 6 16,10 16,07 16,01 16,22 0,21
Hexakarboxyporfyrin 6 16,11 16,13 16,02 16,19 0,17
Heptakarboxyporfyrin 6 18,16 18,16 18,11 18,26 0,15
Uroporfyrin 6 19,72 19,74 19,37 19,93 0,56
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Tab. 8: Pi'esnost metody pro stanoveni porfyrinii ve stolici

Smérodatna Relativni Test

odchylka smérodatna normality

odchylka (%)

Protoporfyrin 0,06 0,48 0,22
Koproporfyrin 0,07 0,45 0,20
Pentakarboxyporfyrin 0,08 0,53 0,22
Hexakarboxyporfyrin 0,05 0,35 0,18
Heptakarboxyporfyrin 0,05 0,32 0,17
Uroporfyrin 0,19 0,98 0,14

Nameéfené hodnoty byly vyhodnoceny. Jednotlivé parametry pro ureni piesnosti
metody musi vyhovovat pozadavkl laboratofe. Kritickd hodnota pro relativni smérodatnou
odchylku byla 2 % a pro test normality 0,34. Abychom mohli metodu povazovat za vhodnou
pro stanoveni, musely byt naméfené hodnoty nizsi nez kriticka hodnota. Vsechna data

pozadavkliim vyhovuji. Ztestu normality vyplyvd, Ze naméfend data maji Gaussovské

rozdéleni. Relativni smérodatnd odchylka vypovidé o dostatecné piesnosti metody.

4.2 Stanoveni dalSich parametrt

Kromé vyse uvedenych parametrii byl uréen jesté pocet teoretickych pater, rozliSeni
aretencni faktor. Tyto parametry byly uréeny jak pro stanoveni v moci, tak pro stanoveni
ve stolici. Oba standardy byly zméfeny jednou. Vysledky méfeni standardu pro stanoveni

porfyrinti v mo¢i jsou uvedeny v tabulce 9 a pro stanoveni porfyrint ve stolici jsou uvedeny

v tabulce 10.
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Tab. 9: Stanoveni poctu teoretickych pater, rozliSeni a retenéniho faktoru pro stanoveni

porfyrinu v moci

Pocet RozliSeni Reten¢ni faktor
teoretickych
pater
Uroporfyrin 4800 - 16,85
Heptakarboxyporfyrin 5800 2,51 19,49
Hexakarboxyporfyrin 4200 2,56 22,75
Pentakarboxyporfyrin 3800 2,50 26,86
Koproporfyrin 3900 2,76 32,31
Protoporfyrin 8200 6,41 45,80
Pozadavek >2000 >1,5 >2

Tab. 10: Stanoveni pocétu teoretickych pater, rozliSeni a kapacitniho faktoru pro stanoveni

porfyrinit ve stolici

Pocet teoretickych RozliSeni Retencni faktor
pater

Protoporfyrin 4196 - 16,97
Koproporfyrin 10246 20,13 47,47
Pentakarboxyporfyrin 25099 8,69 62,80
Hexakarboxyporfyrin 46069 6,18 71,99
Heptakarboxyporfyrin 58779 5,03 78,74
Uroporfyrin 68616 4,22 84,27

Pozadavek >2000 >1,5 >2

Nameétené hodnoty musely vyhovovat pozadavku. Kritickd hodnota byla pro pocet
teoretickych pater 2000, rozliSeni pikt 1,5 a retenéni faktor 2. VSechny naméfené hodnoty

musely byt vyssi nez kritické hodnoty. Veskera data pozadavku vyhovovala.
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5 Zaver

Porfyrie je skupina onemocnéni zplisobend nedostate¢nou funkci nékterého enzymu
pusobiciho pii syntéze hemu. V diagnostice porfyrii se pouziva stanoveni jednotlivych
porfyrini a jejich prekurzori v moci, krvi ¢i stolici. K odliSeni jednotlivych typti porfyrii,

resp. ke stanoveni jednotlivych porfyrini se pouzivaji separa¢ni metody jako je HPLC.

Bakalarska prace se zabyva validaci HPLC metody pro stanoveni porfyrinti v moci a
ve stolici na novém pfistroji Chromatograf HP1200 (Agilent Technologies, USA)
S fluorometrickym detektorem (Agilent Technologies, USA) v Hepatologické laboratofi
UKBLD Vseobecné fakultni nemocnice v Praze. Piipraveny standard pro stanoveni porfyrini
v mo¢ a ve stolici byl zméfen opakované. Z naméfenych hodnot byla ur¢ena popisna statistika
a presnost metody. Relativni smérodatné odchylky byly mensi nez 2 % a testy normality byly
mensi nez 0,34. Ze ziskanych vysledkd vyplyva, ze metoda HPLC pro stanoveni porfyrint
v moci a stolici je dostate¢né presna a soubor dat ma Gaussovské rozdéleni. Dalsi testované
parametry, jako je pocet teoretickych pater, rozliSeni a reten¢ni faktor, odpovidaji zadanému
pozadavku. Uvedenou metodou byly dale zméfeny vzorky stolice a moce ziskané od pacientl
S podezienim na néktery typ porfyrie. Z chromatogrami byla potvrzena piedpokladana

diagnoza.

Zavérem lze Fici, Zze metoda HPLC pro stanoveni porfyrini v moci a ve stolici vyhovuje
danému ucelu a mize byt pouzivana rutinng pii laboratorni diagnostice pacientil s podezienim

na porfyrii.
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Priloha- Seznam chromatogramii
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1. Chromatogram standardu porfyrini v modi
Oznaceni piki: 1-uroporfyrin, 2-heptakarboxyporfyrin, 3-hexakarboxyporfyrin,
4- pentakarboxyporfyrin, 5-koproporfyrin, 6-protoporfyrin
Separacni podminky: nasttik 150 pl standardu, pritok mobilni faze 0,8 ml/min pfi teploté
30 °C, linearni gradient zmény slozeni mobilni faze od 97 obj. % do 3 obj % roztoku A
(slozeni roztoktit A a B viz kapitola 3.2 Cinidla a chemikalie) a fluorimetricka detekce

(excitace 405 nm, emise 625 nm)
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2. Chromatogram standardu porfyrini ve stolici

Oznaceni piku: 1-uroporfyrin, 2-heptakarboxyporfyrin, 3-hexakarboxyporfyrin,
4-pentakarboxyporfyrin, 5-koproporfyrin, 6-protoporfyrin

Separacni podminky: nasttik 20 pl standardu, pritok mobilni faze 1,5 ml/min pii teploté
30 °C, linearni gradient zmény slozeni mobilni faze od 5 obj. % do 90 obj % roztoku A

(sloZeni roztokti A a B viz kapitola 3.2 Cinidla a chemikalie) a fluorimetricka detekce
(excitace 405 nm, emise 625 nm)
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3. Chromatogram porfyrini v mo¢i u pacienta s hereditarni porfyrii

Oznaceni pikii: 1-uroporfyrin, 5-koproporfyrin

Separacni podminky: nastiik 150 pl standardu, pritok mobilni faze 0,8 ml/min pfi teploté
30 °C, linearni gradient zmény slozeni mobilni faze od 97 obj. % do 3 obj % roztoku A
(slozeni roztokti A a B viz kapitola 3.2 Cinidla a chemikélie) a fluorimetricka detekce
(excitace 405 nm, emise 625 nm)

Chromatogram v moci: Zvysené mnozstvi koproporfyrinu

Diagnoza: Muz 32 let, kozni a abdominalni pfiznaky, celkové porfyriny v moci: pozitivni (12
x vys$si), ALA: pozitivni (1,4 x vyssi), PBG: pozitivni (orientacni hodnoceni, kvantitativné

nelze hodnotit pro interferenci), plazmatické fluorescencni maximum: pozitivni (619 nm)
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4.  Chromatogram porfyrini ve stolici u pacienta s porfyrii cutanea tarda
Oznaceni pikii: 2-heptakarboxyporfyrin, 3-hexakarboxyporfyrin, 4-pentakarboxyporfyrin,
5-koproporfyrin, 6-protoporfyrin, 7-isokoproporfyrin
Separacni podminky: nastiik 20 pl standardu, pratok mobilni faze 1,5 ml/min pfi teploté
30 °C, linearni gradient zmény slozeni mobilni faze od 5 obj. % do 90 obj % roztoku A
(slozeni roztoktit A a B viz kapitola 3.2 Cinidla a chemikalie) a fluorimetricka detekce
(excitace 405 nm, emise 625 nm)

Chromatogram ve stolici: Nalez patologickych koproporfyrinii (izokoproporfyrin,
deethylizokoproporfyrin)

Diagnoza: Muz 54 let, bolestivé puchyiky na rukou, uddvd epizody nevysvétlitelnych
zalude¢nich bolesti, celkové porfyriny v moci: pozitivni (1,9 x vyssi), celkové porfyriny
ve stolici: pozitivni (2 x vys$si), ALA: negativni, PBG: negativni, plazmatické fluorescencni
maximum: pozitivni (619 nm), zvySené mnozstvi uroporfyrinu a heptakarboxyporfyrini v

modi
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5. Chromatogram porfyrini ve stolici u pacienta s erytropoetickou
protoporfyrii
Oznaceni piki: 5-koproporfyrin, 6-protoporfyrin
Separacni podminky: nasttik 20 pl standardu, pritok mobilni faze 1,5 ml/min pfi teploté
30 °C, linearni gradient zmény slozeni mobilni faze od 5 obj. % do 90 obj % roztoku A
(sloZeni roztoktit A a B viz kapitola 3.2 Cinidla a chemikalie) a fluorimetricka detekce
(excitace 405 nm, emise 625 nm)
Chromatogram ve stolici: Zvy$ené mnozstvi protoporfyrinu
Diagnoza: Muz 32 let, Zloutenka, abdomindlni bolesti, fotosenzitivita, diagnéza EPP v 5
letech, celkové porfyriny v moci: negativni, celkové porfyriny ve stolici: pozitivni (1,9 x

vyssi), plazmatické fluorescenéni maximum: pozitivni (633 nm)
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6. Chromatogram porfyrini v mo¢i u pacienta s porfyrii variegata
Oznaceni piki: 1-uroporfyrin, 2-heptakarboxyporfyrin, 4-pentakarboxyporfyrin,
5-koproporfyrin
Separacni podminky: nastiik 150 pl standardu, pritok mobilni faze 0,8 ml/min pfi teploté
30 °C, linearni gradient zmény slozeni mobilni faze od 97 obj. % do 3 obj % roztoku A
(sloZeni roztoki A a B viz kapitola 3.2 Cinidla a chemikalie) a fluorimetrickou detekci
(excitace 405 nm, emise 625 nm)

Chromatogram v moci: Zvysené mnozstvi koproporfyrinu
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7. Chromatogram porfyrint ve stolici u pacienta s porfyrii variegata
Oznaceni pikii: 1-uroporfyrin, 2-heptakarboxyporfyrin, 4-pentakarboxyporfyrin,
5-koproporfyrin
Separacni podminky: nasttik 20 pl standardu, pritok mobilni faze 1,5 ml/min pfi teploté
30 °C, linearni gradient zmény sloZeni mobilni faze od 5 obj. % do 90 obj % roztoku (slozeni
roztokit A a B viz kapitola 3.2 Cinidla a chemikalie) a fluorimetricka detekce (excitace 405
nm, emise 625 nm)

Chromatogram ve stolici: Normalni profil porfyrind
Diagnéza: Zena 52 let, nespecifické bolesti zaludku, deprese, celkové porfyriny v moéi:
pozitivni (5 x vyssi), celkové porfyriny ve stolici: pozitivni (12 x vys$si), ALA: pozitivni (1,5 -

x vyssi), PBG: pozitivni (2 x vyssi), plazmatické fluorescenéni maximum: pozitivni (627 nm)
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