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Abstrakt

Kongenitalni adrendlni hyperplasie (CAH) je autozomalné recesivni onemocnéni, které
zpusobuje poruchu steroidogeneze v kuie nadledvinek. Tato choroba je soucasti panelu nemoci
vyhledavanych v ramci preklinického celorepublikového novorozeneckého screeningu.
Metodika je zalozena na méfeni koncentrace 17-hydroxyprogesteronu (17-OHP) v suché krevni
kapce pomoci fluorescencni imunoanalyzy (FIA). Toto stanoveni neni vSak zcela specifické a
generuje vysoké mnozstvi falesn¢ pozitivnich vysledki (az 4,3 %). V rdmci této diplomové
prace byla vyvinuta LC-MS/MS metoda, kterou byly zméteny vybrané steroidni hormony, které
jsou aktivni v metabolismu kortisolu s ohledem na diagnostiku onemocnéni CAH. Metoda byla
validovana a aplikovana na klinické vzorky, kde rozpoznala pacienty od negativnich kontrol a
zasadné zredukovala faleSnou pozitivitu vysledkii novorozeneckého screeningu. Oproti
vysledkim FIA snizila LC-MS/MS metoda faleSnou pozitivitu az o 50 % v hodnoceni
koncentrace 17-OHP. Rozsifenim diagnostického algoritmu o dalSi naméfené markery pak
doslo k redukci az 0 98 %. Vyvinutd metoda je aplikovatelna téz pro méfeni vzorka krevniho

séra, respektive plazmy a stala se soucasti konfirmace suspektnich nalezi screeningu CAH.

Klicova slova: Steroidni hormony, kongenitalni adrenalni hyperplasie, sucha krevni kapka,

tandemova hmotnostni spektrometrie, novorozenecky screening



Abstract

Congenital adrenal hyperplasia (CAH) is an autosomal recessive disease that causes a
disorder of steroidogenesis in the adrenal cortex. This disease is a part of a panel of diseases
searched in preclinical nationwide neonatal screening. The methodology is based on measuring
the concentration of 17-hydroxyprogesterone (17-OHP) in a dried blood spot using
fluorescence immunoassay (FIA). However, this determination is not entirely specific and
generates a high rate of false positive results (up to 4,3 %). In this diploma thesis the LC-MS /
MS method was developed. This method measures selected steroid hormones involved in
cortisol metabolism with respect to the diagnosis of CAH disease. The method was validated
and applied to clinical samples, it identified CAH patients from negative controls and
significantly reduced the false positivity of neonatal screening results. Compared to the FIA
results, the LC-MS / MS method reduced false positivity up to 50 % by evaluating the
concentration of 17-OHP. Moreover, by extending the diagnostic algorithm with other
measured markers, the reduction was enhanced up to 98%. The developed method is also
applicable for the measurement of serum and plasma samples, respectively, and has become a

part of the confirmation tests for suspected CAH screening findings.

Key words: Steroid hormones, congenital adrenal hyperplasia, dried blood spot, tandem mass

spectrometry, newborn screening
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1 UVOD

1.1 Steroidni hormony

Hormony jsou latky produkované zlazami s vnitini sekreci vylu¢ované do krevniho ob&éhu
a krvi transportovany k cilovym organiim. Na cilové builky, resp. na jejich receptory, ptisobi
bud’ piimo, nebo tim, ze ovliviiuji syntézu a sekreci sekundarniho hormonu, ktery pak ovlivni
piislusnou tkan. Hormony muzeme klasifikovat podle plivodu, mechanismu, kterym
vykonavaji své ¢inky, ¢i podle chemického slozeni'. Pravé podle chemického sloZeni jsou
velkou skupinou steroidni hormony s typickym cyklopentaperhydrofenantrovym skeletem

(Obr.1).

Obr. 1: Struktura steranu, zakladu vsech hormonii
Od steranu je odvozeny i cholesterol (Obr.2), ktery stoji na zacatku syntézy vsech steroidnich

hormon.

Obr.2: Struktura cholesterolu

Podle poctu uhlikii se steroidni hormony déli na kortikosteroidy, které se tvoii v kiife
nadledvin a progestiny, které jsou prekurzory glukokortikoidii a sexualnich hormond. Mezi
glukokortikoidy fadime kortisol, hormon, ktery t¢lo nutn¢ potiebuje k pteziti stresovych situaci
a pti dlouhodobém hladovéni. ZvysSuje celkovou pohotovost pii zatézovych situacich a obecné
plati, Ze podporuje vyuzivani energie ze zasob. Dal$i vyznamnou roli je jeho protizdnétlivy
efekt. Snizuje imunitni odpoveéd’ a brani alergickym pochodliim, coz je divod jeho castého
uzivani v medicing?.
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1.2 Kongenitalni adrenalni hyperplasie

K syntéze kortisolu z cholesterolu je zapotiebi péti enzymi: 21-hydroxylazy (21-OHD),
11-hydroxylazy (11-OHD), 3-hydroxysteroiddehydrogenazy, 17-hydroxyldzy (17-OHD) a
cholesteroldesmolazy?. Pokud je aktivita téchto enzymi snizena a nebo chybi Gplné, pacienti
nemohou U¢inn¢ syntetizovat kortisol a v diisledku toho nadprodukuji jeho prekurzory (Obr.3).
Nékteré z téchto prekurzori jsou ze své cesty odklonény a jsou pouzity k biosyntéze pohlavnich
hormon®*. Nedostatek ¢i uplny deficit 21-OHD (¢&i jiného z vySe vyjmenovanych enzymi),
zpusobeny mutaci genu CYP 21A2, ma za nasledek onemocnéni kongenitalni adrenalni
hyperplasii (CAH)’. Deficit 21-OHD je pti¢innou 95 % vsech piipadit CAH,® a proto je klinicka

diagnostika orientovana prevazné€ na detekci tohoto defektu.

CAH je autozomaln¢ recesivni dédi¢na porucha, kterd byla poprvé popsana jiz v roce
1865 patologem Luigi de Crecchiem’. V Evropé se toto onemocnéni vyskytuje u jednoho
novorozence z 10 aZ 15 tisicti, v CR je pak &etnost 1:12000%. V zavislosti na zavaznosti mutace
a ztraty funkénosti 21-OHD rozeznavame u CAH dvé klinické formy - klasickou a neklasickou.
formy. Tato forma je Zivot ohrozujici, protoze u ni dochazi nejen k poSkozeni syntézy kortisolu,

ale také aldosteronu’.

Aldosteron je hlavni mineralkortikoid, ktery je v nasem téle zodpovédny za regulaci
sodiku, vyluCovani drasliku, je zodpovédny za rovnovahu elektrolyti a za regulaci krevniho
tlaku'®. Pokud nedojde k 1é¢eni, nizk4 hladina aldosteronu vede k hyponatrémii, hyperkalémii,

k vyvojovym porucham, ke ztrdtdm hmotnosti, ke kie¢im, a nakonec i ke smrti novorozence'!.
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CHOLESTEROL

i

PREGNENOL —* 17-OH-PREGNENOL EE— DEHYDROEPIANDROSTEN

i i i

PROGESTERON 17-OH-PROGESTERON ——» ANDROSTENEDION —» TESTOSTERON
* * 21-DEOXYKORTISOL i
2l DIHYDROTESTOSTERON

DEOXYKORTIKOSTERON 11-DEOXYKORTISOL

* Q* Deficit 21-hydroxylazy (95 % CAH):

1 17-hydroxyprogesteron, 1 androstenedion,

1 21-deoxykortisol, | kortisol

11-OH-KORTIKOSTERON KORTISOL

l Deficit 11-hydroxylazy (2-3% CAH):

ALDOSTERON 1 17-hydroxyprogesteron, T androstenedion,
1 11-deoxykortisol, T 11-deoxykortikosteron,

| kortisol

Obr.3: Steroidogenni cesta predstavujici patofyziologii deficitu 21-OHP a 11-OHP a naznaceny zvyseny ci snizeny obsah hormonii v krvi pri
laboratornim vySetieni
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Salt-wasting forma CAH také zahrnuje ptfiznaky jako rychly rast, rist pubického
ochlupeni, hluboky hlas, porucha menstruace (to vSe pied nastupem puberty), mozné potize
s ot¢hotnénim, nadmérné ochlupeni obliceje u Zen, t€zké akné, nezhoubné nadory varlat a

neplodnost u muza. U novorozenct zenského pohlavi mize byt téZ dvojznacné genitalie.

Non-salt wasting neboli jednoduchd virilizujici forma CAH je formou klasického
deficitu 21-OHD. Tento typ pfedstavuje méné zavaznou formu nedostatku aldosteronu a u
novorozencl nedochazi k ohrozeni zivota. Stejn¢ jako u salt-wasting formy maji novorozenci
malo kortisolu a pfili§ mnoho androgenu, a proto se u novorozenct opét objevuji nejednoznacné

genitilie'?.

Neklasickd verze CAH (NCAH) byla poprvé popsana vroce 1957'%. Je jednou
z nejcastéjsich autozomalné recesivnich poruch, ktera je ovsem ztfidka kdy diagnostikovana, a
to zdivodu velmi mirnych symptomt nebo diky zdméné diagndézy za napf. syndrom
polycystickych vajecnikil. Jestlize k odhaleni nemoci preci jen dojde, jedna se pfedev§im o
pacienty v adolescentni a dosp¢€lé fazi zivota. Na rozdil od klasické verze CAH pacienti trpi
pouze mirnou kortisolovou nedostatecnosti a hyperandrogenismem a jsou schopni piezit bez
jakékoliv 16¢by'*. Mezi ptiznaky neléSené NCAH patii predeviim neplodnost, hirsutismus,

akné, predcasna puberta, nadory nadledvinek a varlat!>.

Cilem 1écby je stabilizovat hormondlni rovnovahu a snizit nadmérmou produkci
androgentl z nadledvin. Zakladem 1éCby je pak podavani hydrokortisonu a mineralkortikoidd.
Dile se podava napt. fludrokortison'®. I pii pe¢livém zalégenti jsou pacienti s CAH pii nemoci
Ci stresu stale ohrozovani tzv. nadledvinovymi krizemi a je nutné jim pii téchto situacich

podavat vice 1éki, aby ke krizi nedoslo.'?
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1.3 Novorozenecky screening

1.3.1 Novorozenecky screening v historii a v CR

Novorozenecky screening (NS) je aktivni a celoplosné vyhledavani chorob v jejich
¢asném, novorozeneckém preklinickém stadiu tak, aby se tyto choroby diagnostikovaly a 1éCily
diive, nez se staci projevit a zpusobit ditéti nevratné poskozeni zdravi. V uz$im slova smyslu
se novorozeneckym screeningem rozumi tzv. novorozenecky laboratorni screening (NLS).
Spoc¢iva v diagnostice screeningovych onemocnéni na zaklad¢é stanoveni koncentrace
specifické latky (event. 1 prukazu genové mutace, ¢i enzymové insuficience) v suché kapce krve
na filtracnim papirku — tzv. novorozenecké screeningové karticce, kterd je odebirana vSem

novorozenctim na izemi statu Ceské republiky!’.

Prvni novorozenecky screeningovy (NS) program byl zahajen v 60.letech 20.stoleti
v USA'®, Za zakladatele novorozeneckého screeningu je povazovan profesor Robert Guthrie.
Ten jako prvni vyvinul mikrobiologickou metodu, kterd umoznila, diky odbéru krve z paty
novorozence na filtraéni papirek, detekovat zvySenou hladinu fenylalaninu a odhalit tak
ptipadnou fenylketonurii'®. V Ceské republice, stejné jako v USA, byl taktéz jako prvni

zaveden NS fenylketonurie.
0d 1.6.2016 se v CR vysetiuje 18 onemocnéni a to:

a) vrozena snizend funkce §titné Z1azy (kongenitalni hypotyre6za — CH)
b) vrozend nedostatecnost tvorby hormonil v nadledvinach (kongenitalni adrenalni
hyperplasie — CAH)
c) vrozena porucha tvorby hlenu (cystickd fibroza — CF)
d) dédi¢né poruchy latkové vymény aminokyselin:
- vrozend porucha latkové vymény aminokyseliny fenylalaninu (fenylketonurie —
PKU a hyperfenylalaninemie — HPA)
- argininémie (ARG)
- citrulinémie 1. typu (CIT)
- vrozena porucha latkové vymeény vétvenych aminokyselin (leucindza, nemoc
javorového sirupu — MSUD)
- homocystinurie z deficitu cystathionin beta-syntazy (CBS),
- homocystinurie z deficitu methylentetrahydrofolatreduktazy (MTHFR)
- glutarova acidurie typ [ (GA I)

- izovalerova acidurie (IVA)

14



e) deédicné poruchy latkové vymény mastnych kyselin:
- deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin se stfedn¢ dlouhym fetézcem
(deficit MCAD)
- deficit 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogendzy mastnych kyselin s dlouhym fetézcem
(deficit LCHAD)
- deficit acyl-CoA dehydrogenazy mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem
(deficit VLCAD)
- deficit karnitinpalmitoyltransferazy I (deficit CPT I)
- deficit karnitinpalmitoyltransferazy II (deficit CPT II)
- deficit karnitinacylkarnitintranslokdzy (deficit CACT)
f) dédi¢na porucha premény vitamini:

deficit biotiniddzy (BTD)!’
1.3.2 Novorozenecky screening CAH

Prvni NS CAH byl zahdjen v roce 1977 v USA?°. Ke stanoveni byla opét, stejné jako u
NS fenylketonurie, pouzita kapilarni krev z paty novorozence. Pti CAH se diky nefunkcnosti
enzymu 21-OHD hromadi v séru 17-hydroxyprogesteron (17-OHP)?! a pravé toho se pfi
stanoveni vyuziva. Koncentrace 17-OHP byla poprvé stanovena pomoci imunoanalyzy a
nasledné se tato metoda zadala pouzivat ve vice nez 40 zemich po celém svét&?2. Screeningové
testy vSak ptinasely velké mnozstvi falesné pozitivnich vysledk®,?® a to napiiklad z diivodu
toho, Ze predCasné narozené déti Casto vykazuji vysoké hladiny 17-OHP kviili stresu nebo maji
opozdéné zrani enzymu 11-OHD?*. K vysokému poétu fale$n& pozitivnich vysledkii navic
piispivaji také reakce pouzivanych specifickych protilatek s jinymi steroidy® . Pro zlepSenti této
situace byla vyvinuta nova metoda vyuzivajici spojeni kapalinové chromatografie a tandemové
hmotnostni spektrometrie. Ta byla zalozend na soucasném stanoveni 17-OHP, kortisolu a

androstenedionu v suché krevni kapce (DBS z angl. ,,Dried Blood Spot)?°.

Tento instrumentalni pfistup vSak nelze z divodu kvantity vyuzit pro analyzu vsech
vzorkll NS, ale pouze k ovéfeni nékterych nalezl. I nadéle jsou tedy vSechny NS programy

zalozeny na imunoanalytickych metodach a zlstavaji tak zatizeny znacnou faleSnou pozitivitou.
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1.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separa¢ni metoda vyuzivajici riznou distribuci analytti ve
smesi mezi mobilni (MF) a stacionarni fazi (SF) s naslednou detekci. Mezi nejrozsirencjsi
techniky patii vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)?’. HPLC vynika vysokou
Gi¢innosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti. Cas, ktery stravi analyt v jedné nebo druhé
fazi, zavisi na afinité analytu ke kazdé z nich. Kolikrat vice ¢asu stravi analyt ve staciondrni
fazi, nez ve fazi mobilni udava jedna z nejuzivangjSich reten¢nich veli¢in — Reten¢ni pomér
(Vzorec 1).

K = @ _ tri~tm
tm tm

Vzorec 1: k — retencni pomer, t'ri — redukovany retencni cas, tyy — mrtvy cas.

MF tvofi ¢isté rozpoustédlo, nebo smés misitelnych rozpoustédel. Polarita MF ovliviiuje
rovnovahu mezi analytem a stacionarni fazi (SF) a tim i reten¢ni vlastnost analytu. Pro ziskani
optimalniho rozliSeni je ¢asto nutné pracovat s gradientem slozeni mobilni faze. Stacionarni
faze a jeji vlastnosti se 1i§Si podle pozadovaného mechanismu separace. Kolonova

chromatografie pouziva predev$im napliové kolony?’.

V soucasné dob¢ se v témet v 90 % piipadi chromatografickych analyz pouzivaji
takzvané systémy s obracenymi fdzemi (RP). VyuZivaji se v systémech s kapalnou SF vazanou
na reaktivnim nosi¢i nebo v systémech s kapalnou SF fyzikalné¢ zakotvenou na inertnim
chromatografickém nosici. Jako chromatograficky reaktivni nosi¢ se pro ptipravu chemicky
vazanych SF pouZziva vétSinou silikagel. Modifikace povrchu silikagelu se pak nejcastéji
provadi navazanim funkcnich skupin -Cig, -CH3, -NH», -CN, fenylu a diolu. Jako MF se

pouzivaji vodné roztoky acetonitrilu, methanolu, tetrahydrofuranu, dioxanu a diethyletheru?®.
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K detekci v HPLC separaci slouzi detektor s nasledujicimi pozadavky. Detektor by mél
mit vysokou citlivost a nizkou troven Sumu, nemél by pfispivat k rozsifovani
chromatografickych zon. M¢l by byt linearné zavisly na koncentraci v $irokém koncentracnim
rozsahu a mél by byt robustni vii¢i zménam tlaku, pritoku mobilni fize a teploty?’.
Nejpouzivangj§imi detektory v HPLC jsou ty, které jsou zaloZzené na spektroskopickych
métenich (UV/VIS) a fluorescenci. Dal$im typem, ktery se ¢asto ve spojeni s HPLC pouziva je
hmotnostni spektrometr. Jeho vyhodou jsou jeho nizké detekéni limity (100 pg — 1 ng).
Hmotnostni spektrometr navic poskytuje kvalitativni strukturni informace, které mohou pomoci

analyty identifikovat*’.
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1.5 Hmotnostni spektrometrie

Pocatky hmotnostni spektrometrie (MS) sahaji do konce 19.stoleti, kdy byly
prozkoumany principy pohybu nabitych &astic v elektrickém a magnetickém poli’!. Za
zakladatele a vynalezce hmotnostniho spektrometru je povazovan Sir Joseph J. Thomson.
MS je analytickd metoda zalozen4 na interakci nabitych ¢astic s elektrickym nebo magnetickym
polem ve vakuu a jejich nasledné déleni dle poméru jejich hmotnosti a ndboje (m/z). Hmotnostni
spektrometr je povazovan za témet idealni detektor pro mnoho separa¢nich technik jako
naptiklad plynova chromatografie (GC), HPLC nebo kapilarni elektroforéza. Jeho velikou
prednostni je pfedevSim vysoka citlivost, vysokd selektivita a zdroveil univerzalnost. Také
umoziuje jak kvantitativni, tak kvalitativni analyzu a v neposledni fad¢ ani nijak vyrazné
nepiispiva k rozsifovani chromatografické zoény*?. VSechny hmotnostni spektrometry se

skladaji ze t¥i zakladnich ¢asti — iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor ¢astic>>.
1.5.1 Ionizace

Prvnim krokem MS analyzy je produkce iontii v plynné fazi. Ioniza¢ni techniky, které
mohou byt k ionizaci pouzity, zahrnuji naptiklad elektronovou ionizaci (EI), chemickou

ionizaci (CI), termosprej (TSP), elektrosprej (ESI) a MALDL.
1.5.2 lontové zdroje — elektrosprej (ESI)

Elektrosprejova ionizace (ESI) je nejpouzivanéjsi typ iontového zdroje pii spojeni
rozpoustédel, akceptovani Siroké Skaly pratokli a schopnosti vytvaret mnohondsobné nabité
ionty. Radi se mezi mékké ioniza¢ni techniky, kdy dochazi k produkci nabitych iontd, napf.

[M+H]".

Zakladni princip ESI je naznacen pomoci schématu na Obr.4. Zahrnuje celkové tfi
zékladni procesy, a to tvorbu kapicek, smr$tovani kapicek rozpoustédla a tvorbu plynnych
iontd. Na pocatku procesu se vlivem vysokého napéti vloZeného na kovovou sprejovaci

kapilaru vytvoii sprej ve tvaru tzv. Taylorova kuzele**.
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Obr.4: Schéma ESI, vlastni nakres podle http.:// www.muj-
web.cz/vyuka/MS/files/02_MC230P83_2020.pdf

Ptfesny mechanismus vzniku plynnych ionti z nabitych kapicek se nyni opird o dvé
teorie. Podle modelu zbytkového naboje (Obr.5-A) se kapky zmensuji v disledku odpatovani
rozpoustédla, zvySuje se hustota naboje na jejich povrchu, dokud nedosdhne hranice tzv.
Reyleighovi nestability. V ten okamzik repulzni coulombické sily ptesdhnou povrchové napéti
kapicek a to zplsobi, Ze se kapky rozpadnou na mensi, vysoce nabité kapicky. Tento proces se
n¢kolikrat opakuje, dokud neni velikost kapicek tak mala, ze obsahuje pouze jednu molekulu.
Kdyz dojde k uplnému odpateni rozpoustédla, je tato molekula dispergovana do okolniho

plynu, pficemZ ma zachovanou ¢ast naboje kapicek.

Ve druhém, iontové desorpénim modelu (Obr.5-B) se také opakuje odpatovani
rozpoustédla a zmenSovani kapicek. AvSak misto toho, aby se kapicka stala tak malou, ze by
obsahovala pouze jednu molekulu, je pfi urcité stiedni velikosti kapek elektrické pole
v disledku hustoty povrchového naboje tak vysoké, ze prekoné kohezni sily kapicek, coz vede
k pfimé desorpci iontll. Iontové desorpéni model je pfijiman vice nez model zbytkového

naboje’’.
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Obr.5: Znazorneni procestii, které se podileji na premeéné iontii z kapicek na plynnou fazi. A)

Model zbytkového ndboje, B) lontové desorpcni model. (viastni ndkres podle cit.*’)
1.5.3 Hmotnostni analyzétory

Kli¢ovou casti hmotnostniho spektrometru je analyzator, ve kterém dochéazi k
separovani iontli v plynné fazi na zdkladé poméru hmotnosti a naboje (m/z). K separaci iontl
dochazi diky pisobeni statického nebo dynamického elektrického a magnetického pole,
ptipadné jejich kombinaci. Jako hmotnostni analyzatory se pouZivaji napt. analyzator doby letu,

iontova past nebo kvadrupdlovy analyzator ¢i rizné hybridni systémy.

1.5.3.1 Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupolovy analyzétor je jednim z nejpouzivangjSich typi analyzatorti. Jedna se o
cenové dostupny analyzator, ktery se rozSifil zejména u tzv. stolnich (“bench-top”™)
hmotnostnich spektrometrii pro spojeni se separacnimi technikami (GC/MS, HPLC/MS).
Vyznaduje se také svoji jednoduchosti, dlouhou vydrzi a spolehlivosti*®. Sklada se ze &tyf
stejnych kovovych ty¢i kruhového prifezu délky 20-30 cm. Na dvé protilehlé tyce je pak
vkladano kladné, stejnosmérné napéti, na zbyvajici dvé zadporné stejnosmérné napéti. Na

vSechny tyce je také vlozeno vysokofrekvenc¢ni stfidavé napéti. V okamziku, kdy je ion
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piiveden do stiedu osy kvadrupdlu, zacne oscilovat. lon specifického poméru m/z bude stabilni
a muze prochazet kvadrupdlem pouze tehdy, kdyz je pouzita specifickd kombinace napéti
stejnosmérného a vysokofrekvenéniho. Kvadrupoly se proto také nazyvaji hmotnostnimi

filtry?’.

1.5.3.2 Trojity kvadrupo6lovy analyzator (QQQ)

Zatimco kvadrupolovy analyzator obsahuje jen jeden hmotnostni filtraéni kvadrupol,
ten trojity, jak uz nazev napovida, se sklada ze tii kvadrupdli fazenych za sebou (Q1-Q3)
(Obr.6). Q1 pracuje jako hmotnostni filtr pro konkrétni m/z (tzv. prekurzorovy iont), Q2 funguje
jako kolizni cela a vzniklé fragmenty jsou pak analyzovany pomoci Q33%. Trojity kvadrupél je

vyznamnou soucasti tandemové hmotnostni spektrometrie.

kolizni
iontovy cela Q2

zdroj Ql Q3 detektor

vzorek
—_—

kolizni
plyn

Obr.6: Schéma trojitého kvadrupolu, (viastni uprava obrazku z cit.

27)

1.5.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Se vSeobecnym rozsifenim ionizace elektrosprejem a laserové desorpce — ionizace za
ucasti matrice (MALDI) silné vzrostla potieba fragmentovat ionty za u¢elem strukturni analyzy,
kvantitativni analyzy a studia fyzikalné-chemickych vlastnosti iontti. Tandemova hmotnostni
spektrometrie (THS nebo také MS/MS ¢&i MS?) tak dnes zaujima vyznamné postaveni a $iroké
uplatnéni v oblasti analytické hmotnostni spektrometrie. THS se pouZzivd pro experimenty a
vysledky z dvojiho typu hmotnostnich spektrometrii. Za prvé, kdyz se nachdzi dva hmotnostni
analyzatory za sebou, tzv. THS v prostoru. Za druhé, pokud mame jeden analyzétor, ktery
dovede zachytit specificky ion, nasledné ho excitovat a zméfit hmotnostni spektrum vzniklych
produktt, to je tzv. THS v Case. Typické méteni v THS se sestava ze tii krokll. Prvnim z nich
je izolace iontu prekurzoru, ndsleduje aktivace/vybuzeni vnitini energie iontu (napft. srazkou s

neutralnim plynem), nasleduje jeho rozpad. Poslednim krokem procesu je pak analyza
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vzniklych fragmenti. Nejbéznéjsi a technicky jednoduse proveditelny zplsob vyvolani
fragmentace je aktivace srdzkami. Aby se rozptylem nesnizovala intenzita ¢astic, v praxi jsou
srazky provadény bud'to ve srazkovych komorach (ty soustfed’uji ionty podél osy pomoci
radiofrekvenénich poli, tzv. THS v prostoru), nebo v iontovych pastech (tzv. THS v &ase).

Pocet krok je variabilni a je mozné je navysit az na MS™ 4"

Spojeni dvou hmotnostnich analyzator v prostoru umoznuje nékolik unikatnich skenovacich
funkci, které nelze provést s jednotlivym analyzatorem®®. Typy jednotlivych skenti v MS/MS

se nachazi na Obr.7.

Q1 CID Q3 Ql CID Q3
o ; ¥
R L
e 0 -2 2 ||l@® @ -2 »
@ * 1 ® —» *
o ey || e S e E
Sken produktovych iontil Sken prekurzorovych iontl
Ql CID Q3 Ql CID Q3
.. 1/ / . H . Q. ‘ L . ‘
© RIS / o o -2 ?
/ ® / ) .
IO PR
Sken neutralni ztraty Sledovéni vybrané reakce (SRM)

Obr.7: Typy skenui pouzivanych v MS/MS ve spojeni s trojitym kvadrupolem, CID — kolizné
indukovana disociace (plna c¢ara = Q ve statickém modu, prerusovana cara = Q ve
skenovacim modu)

1.5.5 Sledovani vybranych reakci

THS je ¢asto provozovano v rezimu sledovani vybrané reakce (SRM). V tomto ptipadé
neziskame celé produktové iontové spektrum, ale misto toho jsou analyzatory upraveny tak,
aby monitorovaly pouze jeden nebo dva vybrané pary prekurzorii/produkti analytu.

Monitorovani vice nez jedné reakce se piizna¢né nazyva monitorovéani vice reakci (MRM)?>.

MRM je nejCastéjs$i zplsob pouziti MS/MS pro kvantitativni analyzu. Umoziuje
zvySenou citlivost a selektivitu. Prvni kvadrupdl filtruje specificky prekurzorovy iont, ktery nés

zajima. lonty generované ve zdroji majici jinou m/z tak nemohou projit Q1. V kolizni cele
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dochazi k fragmentaci prekurzorového iontu v disledku srazek s neutralnim koliznim plynem,
jako je napft. dusik. Tento proces se nazyva kolizn¢ indukovana disociace (CID). Generované
produktové ionty se pfenesou do tfetiho kvadrup6lu, kterym projde opé€t pouze iont s urcitym

m/z. Viechny ostatni ionty produktu jsou odfiltrovany ve Q3%7.

1.5.6 Detektor ¢astic

Ionty, které byly oddéleny hmotnostnim analyzatorem doputuji k detektoru pro detekci
jejich hmotnosti a Cetnosti. Detektor pak méfi intenzitu proudu iontl, které na néj dopadly a
pievadi ji na méfitelnou veliCinu (elektricky proud). Zékladnimi vlastnostmi jakéhokoli
iontového detektoru jsou citlivost, spravnost, rozlieni a doba odezvy®’. Jako detektory se

pouzivaji dynody (napt. Faradaytv detektor), elektronové nasobice ¢i fotondsobice.
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1.6 Metody pro diagnostiku CAH

1.6.1 Fluorescen¢ni imunoanalyza (FIA)

Fluorescen¢ni imunoanalyza (FIA) je vysoce citliva a specifickd metoda pro stanoveni
antigennich substanci jako jsou hormony, 1€ky, imunoglobuliny a jiné. Zakladnim principem
FIA je kompetitivni vazebnd reakce, kde analyt (antigen) soutézi s fluorescenéné znaCenym
antigenem o vazbu na fixovanou protilatku nebo vazebna mista receptoru. Vazba neznaceného
antigenu na omezené mnozstvi protilatky zplsobuje vytésnéni fluorescencné znaceného
antigenu a vede ke snizeni fluorescence komplexu antigen-protilatka. V piipad¢ detekce CAH

se vyuziva antigen znaceny europiem. Princip stanoveni se nachdzi na schématu - Obr.8.

Anti-17-OHP
17-OHP IgG

5 ve vzorku
< O *
o
Q QO-eu
Eu znaceny

17-OHP
Pevné vazana
Anti-rabbit IgG Inkubace a
vymyti
7 %
u
Vyvazani Eu > L o Eu
chelaty

Fluorescencni
méreni

Obr.8: Princip FIA metody pro stanoveni 17-OHP v ramci kitu novorozeneckého screeningu
CAH (obrazek upraven z pribalového letaku kitu firmy Perkin Elmer
(https://newbornscreening.perkinelmer.com)

V rdmci novorozeneckého screeningu se z diivodu velkého mnozstvi vzorka pouzivaji
pro detekci pacientli s CAH pravé imunometody, které jsou vétSinou realizovana ve formatu
komerén€ dodavaného kitu, schopného takové mnoZzstvi analyzovat v relativné kratkém
casovém intervalu od narozeni. Stanoveni probihad na zdkladé¢ méfeni koncentrace jednoho
parametru a to 17-OHP. Jak vSak bylo zminéno vyse (kap. 1.3.2), tento diagnosticky ptistup
generuje zna¢né mnozstvi faleSné pozitivnich (a v n€kterych ptipadech i1 negativnich), a tedy

nespolehlivych vysledkti. Mezi faktory pfispivajici k faleSné pozitivnimu screeningu patii
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napiiklad stres, relativni nezralost nadledvin a interferujici steroidy’. K potvrzeni dat ziskanych
FIA metodou se proto pouzivaji vice specifické metody popsané v nasledujicich dvou

odstavcich.
1.6.2 Plynova chromatografie s hmotnosti detekci (GC-MS)

Separace v plynové chromatografii probiha v kapilarni nebo néplinové koloné, kterad
obsahuje staciondrni fazi (sorbent) a mobilni fazi (nosny plyn). Plynnd mobilni faze zde slouzi
pouze k transportu analytd a neovlivituje stacionarni fazi. GC je vhodna pro analyzy t€kavych
a tepeln¢ stabilnich latek. Pro metodu GC je charakteristickd predevSim ucinna a rychla
separace slozitych smési a prace s malymi mnozstvimi vzorku za pouziti relativné jednoduché

aparatury?®.

Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je nepostradatelnd v
oborech environmentdlni védy, v oboru forenzni védy, ve zdravotnictvi, 1 v lékaiském a
biologickém vyzkumu*!. Z divodu strukturni povahy stanovovanych analytli byla metoda
GC-MS prvni volbou pii diagnostice CAH z biologickych vzorkl séra a moce. Instrumentalni
metodika GC-MS byla, a stale je Casta pro stanoveni steroidnich latek, kde je vyuZivano jeji
piednosti vysoké separa¢ni Gi¢innosti a citlivosti, nezbytné pro sloZité biologické matrice*?.
Nevyhodou tohoto pfistupu je nutnost extrakce a derivatizace kazdého vzorku. Komplikace

jsou takeé spojeny s ptipravou vzorku pro analyzu v ptipad¢€ pouziti matrice suché¢ krevni kapky.

S rozvojem tandemovych technik MS a vysoce citlivych systémil je v posledni dekadée
znat zfetelny posun od vyuziti GC-MS technik k technikdm LC-MS/MS, které s mén¢ narocnou
ptipravou vzorkil poskytnou vétsi mnozstvi informaci o latkach pfitomnych v analyzovaném

vzorku®,
1.6.3 Kapalinova hmotnostni chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (LC-MS/MS)

Pti analyze 17-OHP, ktery je kli¢ovy u diagnostiky CAH, dochazelo pti pouziti GC-MS
k vy$si mite faleSné pozitivity. Za hlavni zdroj kontaminace, a tedy 1 za navySovani hladiny 17-

OHP, je odpovédny 17-OH-pregnelon sulfat?

. Vroce 2009 pak byla provedena studie, ktera
GC-MS metodu povazuje za vhodnou techniku pro diagnostiku CAH, ale zaroven potvrzuje,
7e tato metoda neni spolehliva pro potvrzeni vysledkti z NS, kde je pouzivan vzorek suché
krevni kapky**. Proto byl vyvinut sekundarni test, ktery byl zalozen na LC-MS/MS. Ten mél
slouzit jako potvrzovaci u piipadd, které vysly pozitivni pii provedeni imunoanalyzy*. Dale
bylo zjisténo, ze pokud se spole¢né se 17-OHP stanovuji také androstenedion (AND) a kortisol
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(KOR), vyrazné se snizil podet falesnych pozitivit,*¢ ale stale to bylo relativné vysoké ¢islo. Do
21-deoxykortisol (21-DC), ktery je o jeden hydroxyla¢ni krok blize ke kortisolu nez 17-OHP,
a proto by mél byt i lepsim diagnostickym markerem. 17-OHP ma ustfedni roli v biosyntéze
steroidil, ktera vede bud’ ke kortisolu nebo k androgeniim, u 21-DC se androgeny tvoii jen
v pripad¢€, pokud je nedostatek 21-OHP. Existuje mnoho divodi, pro¢ se v séru mize objevit
zvysena hladina 17-OHP. Jsou to napf. jiz zminéné piedCasné narozeni novorozence, porodni
hmotnost nebo stres*’. Pozdé&ji se ukazalo, Ze kvantifikace 21-DC by mohla umoZiovat
piesnéjsi diagnozu stavu nezavisle na predCasném narozeni, porodni hmotnosti, ¢i jinych
faktorech. Presto tato informace bude vyzadovat peclivé ovéfeni a screeningové programy
budou pokracovat v méteni 17-OHP i 21-DC, aby bylo mozné objektivné porovnat vysledky
s obéma analyty*®. Néisledné byla publikovana dalii studie, jejiz panel zahrnoval méteni 17-

OHP, AND, KOR, 11-DC a 21-DC a pfi niZ bylo pouZito jen 50 uL krevniho séra®.

Navzdory tomuto pokroku ve vyvoji diagnostickych metod na bazi MS, existuji néktera
omezeni instrumentalni a interpreta¢ni. Pokud pracujeme se vzorkem DBS, mame k dispozici
cca 3 pL zaschlé krve, kterd musi byt pfevedena do méfitelného roztoku, coz klade velké
pozadavky na zpiisob piipravy vzorku a citlivost detekce. V ptipad¢ téchto steroidnich latek se
pohybujeme v koncentracich jednotek ng/ml, resp. nmol/l. Rozmanité spektrum strukturnich
analogii v biologické matrici také znamena, Ze tyto podobné latky mohou byt detekovany na
sledovaném MRM pifechodu a mohou tedy interferovat s méfenym analytem. V ramci
interpretace je pak kli¢ové rozhodnout, které koncentrace analytt, ¢i jejich vzajemné profily,

budou brany jako suspektné pozitivni.
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1.7 Cil prace

Cilem této diplomové prace je vyvoj a aplikace LC-MS/MS metodiky pro vybrané
steroidni latky, které jsou aktivni v metabolismu kortisolu s ohledem na diagnostiku
onemocnéni CAH. Vyvinutd metoda bude nasledné zvalidovana a bude ovéiena jeji
pouzitelnost pro méfeni klicovych metabolitii v biologické matrici suché krevni kapky. Dale
bude metoda pouzita k méfeni klinickych vzorkii a bude vyzkouSena schopnost metody
rozpoznat pacienty od negativnich kontrol. Na zaklad¢ vysledkii z méfeni budou urceny
diagnostické parametry, které by pomohly snizit vysokou faleSnou pozitivitu, kterou je zatizen
program novorozeneckého screeningu CAH. Cilem diplomové prace je také ovéfit, zda lze

metodu vyuzit i pro méfeni ze vzorku séra, respektive plazmy.
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2 Experimentalni Cast

2.1 Studované analyty

Na nasledujicim obrazku (Obr.9) se nachdzeji analyty stanovované v této diplomové praci.

17-OH-progesteron Androstenedion Kortisol
M = 330,46 g/mol M = 286,41 g/mol M = 362,46 g/mol

11-deoxykortisol 21-deoxykortisol
M = 346,46 g/mol M = 346,46 g/mol

Obr.9: Struktury a molarni hmotnosti studovanych metabolitu
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2.2 Pouzité chemikalie

Acetonitril > 99,9% (Honeywell, Riedel-de Haén, Némecko)

Kyselina mravenci, 98% (Honeywell, Fluka, Némecko)

Metanol pro LC-MS, min. 99,95% (Biosolve, Nizozemsko)

Voda pro HPLC LC-MS (VWR CHEMICALS, USA)

17-a-hydroxyprogesteron (M = 330,46 g/mol) , CAS No. 68-96-2 (Sigma, Cina)
Androstenedion (M = 286,41 g/mol), CAS No. 63-05-8 (Sigma, Némecko)
Kortisol (M = 362,46 g/mol), CAS No. 50-23-7 (Sigma, Némecko)
11-deoxykortisol (M = 346,46 g/mol) CAS No. 152-58-9 (Sigma, USA)
21-deoxykortisol (M = 346,46 g/mol) CAS No. 641-77-0 (Sigma, Israel)

17-a-hydroxyprogesteron-dg (M = 338,51 g/mol) CAS No. 850023-80-2 (CDN isotopes,
Kanada)

Androstenedion-d; (M = 293,45 g/mol) CAS No.67034-85-9 (CDN isotopes, Kanada)
Hydrokortison-ds4 (M = 366,48 g/mol) CAS No.73565-87-4 (CDN isotopes, Kanada)
11-deoxykortisol-d> (M = 348,48 g/mol) CAS No.1271728-08-5 (CDN isotopes, Kanada)

21-deoxykortisol-dg (M = 354,51 g/mol) CAS No.641-77-0 (CDN isotopes, Kanada)
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2.3 Studované vzorky

2.3.1 Plazma/sérum

Krevni plazma je tekuta slozka krve, kterd vytvari suspenzni prostfedi pro krvinky a
krevni desticky. Jeji nazloutlé zbarveni podminuji ve velké mite barviva vznikajici pii rozkladu
hemoglobinu. Sklada se z vody (90-92 %) a z organickych a anorganickych latek (8-10 %) a

tvori asi 4 % télesné hmotnosti’.

Plazma je ta ¢ast krve, ktera obsahuje krevni fibrinogen, zatimco sérum je tekutd Cast
krve a neobsahuje srazeci faktory. Plazmu a sérum lze extrahovat odstiedénim krve®!. Pokud
neni bezprostfedné analyzovana, je zamraZzena na teplotu — 30 °C resp. — 80 °C, dle charakteru

testovaného analytu.
2.3.2  Sucha krevni kapka (DBS)

Sucha krevni kapka (DBS) je piiklad biologického vzorku, ktery je Siroce pouzivany
v mnoha bioanalytickych testech a hraje vyznamnou roli pfi screeningu dédi¢nych
metabolickych chorob nebo v 1é¢bé a diagnostice infekénich chorob®?. Také byl prokazan
klinicky potencial DBS pro genomiku, a to jiZ v roce 1987°%. DNA extrakce z DBS umoziiuje
detekci mutaci, které jsou zodpov&dné za napt. cystickou fibrozu®* nebo spindlni svalovou

atrofii>.

DBS se ziskava pomoci obtisku kapilarni krve na specialni vzorkovaci (filtracni) papir,
je usuSena a nasledné zasldna do laboratote, kde mize byt analyzovdna. Velkou piednostni
tohoto vzorku je predev§im jeho pfiprava, kterd je velmi jednoducha a je zvladnutelna i
samotnymi pacienty. Také neexistuje prakticky Zadné riziko pfi prepravé vzorki, které lze
bezpe&né posilat i jako standardni zasilku®. Vyzkumy také uvadéji, ze nékteré metabolity maji
lepsi stabilitu, pokud jsou uchovavany ve formé ,,blotované* krve, nez kdyz jsou ve forme
plazmy>’. Stabilita DBS vzorku je pro riizné analyty riizna. Vzorky mohou byt stabilni po dobu
minimalné sedmi dn@®®, také ale né&kolik mésici (farmaceutickd 1éCiva, opidty, NK)>°,
)60

az dokonce vice nez 20 let (vitamin D). Také se ukézalo, ze uchovavani vzorka pii teploté

—20 °C nebo —80 °C zvysuje jejich stabilitu ze dnfi (mésictl) aZ na n&kolik let®!.

Jednou z mala komplikaci je velmi maly objem krve zachyceny na filtra¢nim papirku (cca

50 pL) a proto je k analyze zapotiebi velmi citlivé metody. V praxi se po vyrazeni ,.ter¢iku*
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z DBS (primér 3.2 mm, objem krve cca 4 ulL) a jeho extrakci v extrak¢nim rozpoustédle

pouziva pro kvantifikaci ¢i detekci obsazenych analytii tandemova hmotnostni spektrometrie.
2.3.3 Pouzité biologické vzorky

Vsechny biologické vzorky byly pouzity v souladu a s cilem zlepSeni programu detekce
pacientti s CAH v ramci novorozeneckého screeningu CR. Vzorky byly odebrany a skladovany
standartnim zptisobem, dle doporuceni klinické laboratote. Tedy, novorozenecky vzorek DBS
byl odebran 48-72 hodin po porodu, po zaschnuti transportovan za bézné teploty a pied
analyzou skladovan pii teploté¢ — 20 °C. Plazma/sérum byla ziskana centrifugaci plné krve,
bezprostfedné po odbéru a v zamrazeném stavu transportovana do laboratofe, vzorky byly

uchovavany pii teploté — 20 °C. Vzorky plazmy/séra byly anonymni.

2.4 Pristroje a vybaveni

Hmotnostni spektrometr (QTRAP 6500+ System, Sciex, USA)
HPLC (Nexerax2 LC-30AD, Shimadzu, Japonsko)

DBS Puncher (Perkinelmer, USA)

Vortex — Titramax 101/1000 (Heidolph, Némecko)

Vzorkovaci filtra¢ni papir Whatman 903 (Sigma, Némecko)
Mikrotitracni desticka (Well Plate 96, Chromsystems, Némecko )
Centrifuga — Universal 320R (Hettich, Némecko)

Bézné laboratorni vybaveni (Spicky, pipety, analytické vahy)

Programy na vyhodnocovani: MedCalc ® Version 14.8.1, Analyst ® 1.6.3 (Sciex)

2.5 Vzorky a jejich ptiprava

2.5.1 Piiprava kalibrace pro analyzu DBS

Kvantifikace jednotlivych analytil pfi stanoveni ze suché krevni kapky byla realizovana
pomoci kalibrace pfipravené jako DBS kalibra¢ni bod. Byla odebrana plna krev do zkumavky
obsahujici EDTA, ¢ili tzv. nesrazliva krev. Nasledné byla do definovaného objemu krve ptidana
ve smé&si odstupniovand koncentrace jednotlivych analyti (17-OHP, AND, 11-DC, 21-DC a
KOR) tak, aby vznikl roztok krve o koncentraci 0; 2; 5; 10; 20; 50; 100; 200 a 500 ng/ml pro
17-OHP, AND, 21-DC, 11-DC, respektive 0; 20; 50; 100; 200 a 500 ng/ml pro KOR.
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Kalibra¢nim bodem 0 ng/ml byla krev bez ptidavku standardu. Takto vznikld smés byla pipetou
nakapana (,,spotovana“) na specidlni odbérovy papirek Whatman typ 903. Krevni spoty byly
pak pies noc ususeny za laboratorni teploty a nasledné ulozeny do mrazaku. Z néslednych dat
meéfeni vyplynulo, Ze takto pfipravené vzorky jsou pfi teploté - 20 °C stabilni minimalné 6

mésicu.
2.5.2 Pftiprava interniho znaceného standardu

Interni znaceny standard byl pfipraven navazenim jednotlivych znac¢enych standardi a
jejich rozpusténim v MeOH. Pozadované koncentrace 10 ng/ml smésného standardu
17-OHP-ds, AND-d7, 11-DC-d, 21-DC-dg a 100 ng/ml KOR-d4 bylo dosazeno fedénim
MeOH/W (1:1). Takto pfipraveny interni standard byl pouzit pti nasledné ptipravé vzorku a byl
oznacen jako WIS (z angl. Working internal standard). Stabilita standardu pti —20 °C by m¢la
byt min. 6 mésicl. Analyzou ziskana plocha WIS byla vZdy pouZzita pfi vypoctu koncentrace
jednotlivych analytl proto, aby se eliminoval vliv §patného nastfiku vzorku, ¢i vliv iontové

suprese v zavislosti na dané matrici vzorku.
2.5.3 Pftiprava kalibrace pro analyzu plazmy/séra

Ke kvantifikaci analytd pii stanoveni ze séra/plazmy bylo pouZzito kalibrac¢ni fady
ptipravené do smési MeOH/W (1:1). Byly navaZeny jednotlivé standardy 17-OHP, AND, KOR,
11-DC a 21-DC a rozpustény v MeOH. Nasledn¢ bylo fedénim smési MeOH/W (1:1) dosazeno
jednotlivych kalibra¢nich bodu 0; 0,5; 2; 4; 10; 20; 50 ng/ml pro vSechny analyty. Stabilita pti
—20 °C by méla byt min. 6 mésict.

2.5.4 Ptiprava vzorkt DBS

Vsechny vzorky DBS (pacienti, kontroly a kalibratory) byly pro LC-MS/MS analyzu
piipraveny nasledujicim postupem. Ze vzorku DBS byly do mikrotitraéni desticky (MD)
vyrazeny dva ter¢iky (prumér 2,3 mm), které byly, po pfidavku vnitfniho zna¢eného standardu
(WIS) o koncentraci 10 ng/ml, extrahovany ve smési extrakéniho pufru (EB) ve slozeni
ACN:MeOH+W (1:1+10 %). Poté byl extrakt prefiltrovan centrifugaci, odsusen na termobloku
vyhtatém na teplotu 60 °C a nasledné rozpustén v rekonstitucnim pufru (RB) kompatibilnim
s poc¢atecnim slozenim MF, tedy MeOH:W (1:1). Po rozpusténi vzorku byla MD pfikryta
ochranou folii a obsah byl ddvkovan do LC-MS/MS. Schéma ptipravy je popsano na Obr.10.
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200 ul EB,
6.3 pl WIS Vortex, 60
p ———)
53> min

I.II.I
NS/ Y-/ 2xDBS
Pea N TN
] I ] e ——)
L2 N
A Y \t
e

S

) " Mikrotitra¢ni destitka
- s hydrofobnim filtrem
Filtrace

y Centrifuga,
— \ 7 10 min,

4000 ot

Termoblok,

60°C, 12 min

Mikrotitra¢ni desti¢ka s V profilem
100 ul RB

Vortex, 10
min

Obr.10: Schéma pripravy vzorkii, EB = extrakcni pufr ve slozeni ACN:MeOH+W
(1:1 +10 %), RB = Rekonstitucni pufr ve slozeni MeOH:W (1:1)
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2.5.5 Ptiprava vzorkl plazmy/séra

Vsechny vzorky plazmy/séra (pacienti, kontroly) a kalibra¢ni vzorky (viz. kap. 2.5.3) byly
ptipraveny nasledujicim postupem. Do MD byl odpipetovan objem 50 pl vzorku, byl ptidan
WIS o koncentraci 10 ng/ml a obsah byl deproteinovan ptidavkem ANC. Poté byl vzorek
centrifugovan a roztok nad peletkou pifepipetovan do MD s filtrem. Po filtraci centrifugaci
do nové MD byl obsah odsuSen na termobloku vyhiatém na 60 °C a nésledné rekonstituovan
v RB o slozeni MeOH:W (1:1). Pro ziskani Cistého vzorku byl obsah znovu piepipetovan
do filtra¢ni desticky a centrifugovan do ¢isté MD, z které bylo poté davkovano do LC-MS/MS.

Schéma ptipravy je znazornéno na Obr.11.

hac
10 ul WIS 140 ul ACN
H Vortex, a
e ) _
2 min
_~~ Mikrotitraéni

destic¢ka s rovhym dnem

50 pl plazmy l
——

Centrifuga, l
10 min, —_—
4000 ot Sl _

~ Mikrotitra¢ni desticka

s hydrofobnim filtrem

IFEoa el Centrifuga,
_— 10 min,

4000 ot

Rozpusténi
Termoblok, ve 200 ul

Seni Piepipetovani | 5
suleni, RB e— Fepipetovani i
S 10 min X

Mikrotitraéni desti¢ka

20 min 2
s hydrofilnim filtrem

Filtrace do
mikrotitraéni
desky s rovoym
g dnem Centrifuga,
- Mikrotitra¢ni _—

desticka s rovnym dnem

10 min,
4000 ot

Obr.11: Schéma pripravy vzorkii z plazmy, RB = rekonstitucni pufr ve slozeni MeOH:W (1:1)
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Vyvoj metody

3.1.1 Optimalizace MS parametrt

Jako prvni bylo nutné najit optimalni parametry pro nastaveni tandemového
hmotnostniho spektrometru (TMS). Nejprve byly piipraveny roztoky jednotlivych analyti o
koncentraci 0,2 pg/ml ve smési MeOH:W (1:1). Vzorek byl zavadén piimo do sprejovaci
kapilary linedrnim ¢erpadlem v priitoku 10 pl/min. S ohledem na strukturu analyzovanych latek
byla zvolena ionizace v pozitivnim modu. Pro kazdy analyt byl nalezen v bézném Q1 skenu
protonovany molekulovy ion [M+H]", ktery byl nasledné fragmentovan s identifikaci
produktového iontu, ¢imz byl nalezen optimalni MRM piechod pro kazdy analyt. Jednotlivé
prechody byly ve skenu MRM optimalizovany na parametrech napéti a potenciala tak, aby bylo
dosazeno co nejvyssi intenzity odezvy detektoru. Pro klicové analyty byly definovan ptechod
kvantifika¢ni (KV) slouzici pro vypocet koncentrace a ptechod konfirmacni (KN) pro ovétfeni
identity analytu. Optimalizované podminky pro vSechny analyty jsou uvedeny v Tabulce 1 na
nasledujici strance. Byla také zkousSena ionizaci v negativnim modu, pro ktery byl voleny stejny
postup jako pro méd pozitivni, ale zde vysledky Grovné signalu nedosahovaly ani 20 % Grovné

signdlu v pozitivu, proto byl dale pouzit pouze méd pozitivni.
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Q1 Q3 DP EP CE CXP

Analyt mz]  [mal V] [V] [V] [V]
17-OHP KV 3312 97,1 70 10 31 12
IS 17-OHP-ds 3392  100,1 70 10 31 12
AND KV 2871 97,1 50 10 29 12
IS AND-d; 2942 100,0 50 10 29 12
KOR_KV 3632 121,1 70 9 30 12
IS KOR-dy 3672 121,1 70 9 30 12
11-DC KV 3472 97,0 60 7 29 12
IS11-DC-d» 3492 97,0 60 7 29 12
21-DC KV 3473 3110 61 9 22 10
IS21-DC-ds 3553  319,0 61 9 22 10
17-OHP KN 331,3  109,1 70 10 31 12
21-DC_KN 3473  121,1 70 10 34 10

Tabulka 1: Vysledek optimalizace MS parametrii pro jednotlivé analyty. MRM — monitorovani

vybranych reakci, DP — deklastracni potencial, EP — vstupni potencial, CE — kolizni energie,

CXP — potencial pri vystupu z kolizni cely, IS — interni standard, KV — kvantifikacni prechod,
KN — konfirmacni prechod

3.1.2  Optimalizace LC parametra

DalSim nezbytnym krokem bylo optimalizovat parametry separace, najit podminky
za jakych bude probihat analyza a nastavit iontovy zdroj pro aktualni priitoky. Dale bylo nutné
optimalizovat slozeni MF. Na zakladé dat z literatury a druhu analytl bylo rozhodnuto pracovat
vreverznim modu (RP-HPLC)®*%, vyuzit gradientovou eluci smési MeOH:W (1:1)
s piidavkem 0,1 % FA jako iontového ¢inidla a pouZit kolonu s vazanym ligandem C18.
Kolonou prvni volby byla Symmetry CI18 (3,5 um, 2,1 x 50 mm, Waters). Vzhledem
k parametrim kolony se tlak pohyboval okolo 120 bar. VSechny sledované analyty byly
separovany. Nasledné byly odzkouseny dalsi kolony (Tabulka 2) s mensi velikosti ¢astic. Jako
optimalni, se na zéklad¢ parametrl separace a pomé&ru signalu analytu k Sumu (S/N), ukazala

kolona s oznacenim ,,D*. V porovnani s kolonou Symmetry doSlo k vyraznému naristu
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tlaku, nicméné S/N se zvys$il zhruba o 130 %. Byl nalezen optimalni pritok (250 pul/min) a
gradient (Obr.12) tak, aby dosSlo k separaci klicovych izobarickych latek. Na zaklade
nalezenych LC parametri byl nastaven i iontovy zdroj. V experimentalnim uspotadani, kde byl
LC cerpadlem pumpovan pracovni prutok se slozenim MF (MeOH:W+FA — 1:1+0,1%) a za
pomoci T-kusu linedrnim Cerpadlem kontinualné ptidavana smés analytti, bylo pii sledovani
MRM prechodt zjisténo, Ze nejvyssi intenzity signalu se dosahuje pfi teploté susicich plynt
(TEM) 500 °C a napéti na kapilare 5500 V. Stejné tak byla nalezena ideédlni geometrie

sprejovani, tj. poloha konce sprejovaci jehly vici vstupu do MS.

Ve slozeni MF byl také ve smési s vodou vyzkouSen acetonitril za po¢ate¢niho slozeni
gradientové eluce 1:1, ovSsem zde nedoslo k uspokojivé separaci pikl, a to predevsim u
klicovych izobarickych latek. U slozeni MF bylo také ptfiddno vétsi procento FA
(0,25 — 0,5 %), ale pti zvyseni nedochézelo ke zlepSeni ionizace ani ke zvySeni signalu, proto

byl ponechéan procentualni obsah 0,1 %.

Testovana Pracovni tlak systtmu  Schopnost
Kolona (bar) separovat
A) Agilent Eclipse Plus C18 1,8 um, 2,1 x 50 mm 293 ANO
B) Kintex XB-C18 1,7 um, 2,1 x 50 mm 300 ANO
C) Kintex Biphenyl 1,7 pm, 2,1 x 50 mm 284 NE
D) Luna Omega Polar C18 1,7 um, 2,1 x 50 mm 339 ANO

Tabulka 2: Prehled testovanych kolon v ramci optimalizace LC-parametrii za

pritoku MF 250 ul/min
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Obr.12: Nalezeny optimalni gradient pro separaci analytii, pocatecni slozeni MF

A: W+ 0.1 % FA, B: MeOH
3.1.3  Spojeni LC-MS

Po celkové optimalizaci LC-MS/MS metody byl vystup eluentu z kolony pted vstupem
do MS napojen pies piepinaci ventil. Na zdkladé retencnich ¢asii analytd byl pak do MS poustén
eluent v casovém rozmezi 1,5 min — 8,0 min, zbyly ¢as byl odklonén do odpadu. To, Ze metoda
bude pouzitelnd i pro biologicky vzorek obsahujici sloZitou biologickou matrici, bylo
vyzkouseno nastfikem extraktu vzorku DBS, kde byla krev obohacena jednotlivymi analyty o
koncentraci 50 ng/ml. I v tomto ptipad¢ byly vSechny analyty separovany. Poslednim krokem
bylo otestovani velikosti objemu nastfiku vzorku (i.v. — z angl. ,,injection volume*‘). Ukazalo
se, Ze 1.v. 1ze zvysit az na 20 pl, pfi zachovani chromatografickych vlastnosti systému. Analyza

smési sledovanych metabolitl a jejich vnitinich znacenych standarda se nachdzi na Obr.13.
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Obr.13: Analyza smesi sledovanych metabolitu (1-5) a jejich vnitrnich znacenych standardii
(A-E); 1: COR; 2: 21-DC; 3: 11-DC; 4: AND; 5: 17-OHP, A: KOR-dy; B: 21-DC-ds;
C: 11-DC-d>; D: AND-d7; E: 17-OHP-ds, MS — prepnuti toku MF do hmotnostniho
spektrometru, Odpad — prepnuti toku MF do odpadu, nastrik vzorku 20 ul
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Diky optimalizaci metody bylo také dosazeno separace klicovych izobarickych part,
které by jinak mohly zptisobovat interferenci pii hodnoceni analytii. Chromatograficka separaci
izobarickych molekul na jednotlivych MRM ptechodech spole¢né s jejich strukturami se

nachazi na Obr.14.
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Obr.14: Chromatograficka separace izobarickych molekul na jednotlivych MRM prechodech;
A: roztok 11-DC o koncentraci 10 ng/ml; B: 10 ng/ml 21-DC; C: pacient s deficitem CAH
(21-OHP = 21-hydroxyprogesteron)

3.1.4 Optimalizace extrakce DBS

Dulezitym preanalytickym krokem byla extrakce analyti z DBS. Bylo nezbytné najit
rozpoustédlo, poptipade€ jeho smés, do které bude extrakce probihat v co nejvyssim procentu a
zaroven se s takto ziskanym extraktem bude moci déale pracovat, aby pak mohl byt ve finalni
podobé davkovan do pocatecniho slozeni MF kapalinového chromatografu (viz kapitola 2.6.2).
Konstantni mnozstvi vzorku vzatého do extrakce bylo zajiSt€no jeho vyraZenim specialnim

strojem (viz. Kapitola 2.4), ktery mél definovany primér vyrdzeci hlavy. Extrakce probihala

v mikrotitracnich destickach Well plate (viz. Kapitola 2.4). Pfi optimalizace bylo vyzkouSeno
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celkem 8 rtznych extrakénich ¢inidel (EB 1 — 8), u nichz byla sledovana plocha signalt
jednotlivych analytii po 60 minutovém tfepani (450 rpm), ndsledném odsuSeni a rekonstituci
v RB (stejny postup jako u kap. 2.5.4). Jako optimalni se ukézalo ¢inidlo ACN:MeOH+W ve
sloZeni 1:1 + 10 % (EB 8) z diivodu nejcistsi linie na MRM ptechodech (bez interferenci) a

vysoké plochy signélu. Graf s plochou signalt jednotlivych analytl se nach4zi na Obr.15.

EEB1 ACN (100%) EEB2 MeOH (100%) ®EB3 MeOH:W (9:1)
EB4 ACN:W (9:1) EEB5 ACN:Act(1:1) EEB6 MeOH:Act:ACN (1:1:1)
EEB7 _EtOH:W (9:1) EEB8 ACN:MeOH+W (1:1+10%)
m
O
:
H
>
@
H
n
:
)
I ] [ | | | - - - = I I
17-OHP AND KOR 11-DC 21-DC

Obr.15: Plochy piku jednotlivych analytii po extrakci ve zkousenych extrakcnich

cinidlech/smésich
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3.2 Validace

32.1 LODaLOQ

Mez detekce (LOD) je nejnizsi mozné mnozstvi analytu ve vzorku, které jsme schopni
detekovat, ale které neni nutné¢ kvantifikovatelné jako exaktni hodnota. Mez stanovitelnosti

Cvwr

hodnotu se stanovenou pfesnosti.

LOD, respektive LOQ byl stanoven jako trojnasobek odstupu S/N v ptipadé LOD a jako
desetinasobek odstupu S/N v ptipadé¢ LOQ. Experiment byl realizovan postupnym fedénim
znacenych standardd, jejiz odstupfiované snizujici se koncentrace byly ptfidavany ke vzorku

biologické matrice. Takto zjisténé hodnoty se nalézaji v Tabulce 3.

LOD LOQ
Analyt
[ng/ml] [ng/ml]

17-OHP 0,3 0.8

AND 0,3 0.8

KOR 0,5 0,7
11-DC 0,2 0,5
21-DC 0.4 0,7

Tabulka 3: LOD a LOQ pro jednotlivé analyty
3.2.2 Opakovatelnost

Opakovatelnost vyjadiuje pfesnost metody za stejnych podminek v kratkém casovém
intervalu. Opakovatelnost byla testovana jako mira variability vysledku analyti na dvou
koncentracnich hladinach a to nizké (Low) o koncentraci cca 5 ng/ml a vysoké (High) o
koncentraci cca 20 ng/ml v ramci jedné série. Vzorek byl na obou hladinach pfipraven a zméfen
v péti opakovanich. Vysledky z téchto méteni se nalézaji v Tabulkach 4 a 5. VSechny analyty

byly hodnoceny pod variabilitu 15 %, Cili dostate¢né pro zamysleny tcel metody.
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Low 17-OHP AND KOR 11-DC 21-DC

Primér [ng/ml] 5,5 4,9 5,4 4,6 5,0
SD [ng/ml] 0,6 0,3 0,6 0,2 0,5
CV [%] 10,3 6,8 11,1 4,7 10,5

Tabulka 4: Mira variability vysledku opakovatelnosti na koncentracni hladine 5 ng/ml,
SD — smérodatna odchylka, CV — koeficient variability

High 17-OHP AND KOR 11-DC 21-DC
Priimér [ng/ml] 21,8 21,6 21,8 206 190
SD [ng/m] 1,4 1,5 1,9 1,0 1,3
CV [%] 6,6 67 89 4,7 6,8

Tabulka 5: Mira variability vysledku opakovatelnosti na koncentracni hladiné 20 ng/ml,
SD — smérodatna odchylka, CV — koeficient variability

3.2.3 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost byla testovdna jako mira variability vysledku analytd na dvou
koncentrac¢nich hladinach, a to opét nizké (Low) o koncentraci cca 5 ng/ml a vysoké (High) o
koncentraci cca 20 ng/ml. Méfeni probihalo v rliznych dnech a bylo realizovdno v ramci
riznych sérii v ¢asovém intervalu tii tydnl.. VSechny analyty byly opét hodnoceny pod
variabilitu 15 %, ¢ili dostatecné pro zamysleny ucel metody. Vysledky z téchto méfeni se

nalézaji v Tabulkach 6 a 7.

Low 17-OHP AND KOR 11-DC 21-DC
Primér [ng/ml] 59 4,5 5,6 4.6 4.9
SD [ng/ml] 0,6 0,3 0,5 0,2 0,5
CV [%] 10,7 7,4 9,3 4,0 10,9

Tabulka 6: Mira variability vysledkii reprodukovatelnosti na koncentracni hladiné 5 ng/ml,
SD — smérodatna odchylka, CV — koeficient variability
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High 17-OHP AND KOR 11-DC 21-DC

Primér [ng/ml] 23,2 231 22,6 224 223
SD [ng/ml] 1,6 2,1 2,3 1,0 2,6
CV [%] 6,9 9,2 10,1 43 11,5

Tabulka 7: Mira variability vysledkii reprodukovatelnosti na koncentracni hladiné 20 ng/ml,

SD — smérodatna odchylka, CV — koeficient variability
3.2.4 Linearita

Linearita, jako schopnost analytické metody v daném rozsahu poskytovat odezvy
(resp. vysledky), které jsou pfimo umérné koncentraci (mnozstvi) analytu ve vzorku, byla
otestovdna do koncentra¢niho rozsahu az 500 ng/ml pro kazdy analyt. Pro tento ucel byly
pouzity vzorky DBS obohacené analyty v daném koncentra¢nim rozsahu. Bylo zjiSténo, Ze

odezva je pro viechny analyty linearni az do koncentrace 500 mg/ml (R? > 0,998).
3.2.5 Vytéznost

Vytéznosti této vyvinuté metody byla otestovana za pouziti vzorku nesrazlivé krve,
ktery byl rozd€len na tii ¢asti: A — bez ptidavku analytdi, B — s pfidavkem analytl na findlni
koncentraci 5 ng/ml a C — s pfidavkem na findlni koncentraci 50 ng/ml. Nésledné byla krev
aplikovana na papirky a odsusena ptes noc pti pokojové teploté. Takto byly vytvofeny DBS
vzorky A, B a C. Po zméteni vzorkl byla dopocitana vytéZnost jako procentualni pomér analytu
ziskaného touto metodou a teoretické cilové hodnoty vzniklé souctem endogenniho mnoZzstvi
analytu (tedy vysledku vzorku A) a piidavkem analytl (+ 5 ng/ml, resp. + 50 ng/ml). Vytéznost

metody v % je uvedena v Tabulce 8.

Analyt 17-OHP AND KOR 11-DC 21-DC
Pridavek 5 ng/ml 101 100 91 98 100
Pridavek 50 ng/ml 91 93 85 96 97

Tabulka 8: Vyteznost metody (v %) pro jednotlivé analyty na dvou koncentracnich hladindch
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3.2.6 Ptenos vzorku

Ptenos vzorku byl ovéfen nastiikem MF po zméteni kalibra¢niho bodu o koncentraci

500 ng/ml. Vysledny signal analyti byl pod LOD, k ptenosu vzorku tedy nedochazelo.
3.2.7 Matri¢ni efekt

Vliv matri¢cniho efektu (ME) pro jednotlivé analyty byl posouzen z porovnani plochy piku
vnitiniho standardu (WIS) ve vzorcich bez biologické matrice (tj, blanky a ¢isté standardy) a
vzorcich klinickych, obsahujicich matrici. Byly brany priméry z nékolika méteni. Pro kazdy
analyt pak byla vypocitana hodnota matri¢niho efektu (ME %) pomoci vzorce ((B/A) -1)*100,
kde A je prameér ploch €istého standardu bez matrice a B je priimér ploch vnitiniho standardu

s matrici. Vypocitané hodnoty s ME spole¢né s primérem ploch se nachézeji v Tabulce 9.

Analyt A B ME %
17-OHP 1196667 1257273 5.1
AND 3426667 3352500 -2.2
KOR 730000 794000 8.8
11-DC 1506667 1607273 6.7
21-DC 1250000 1309091 4.7

Tabulka 9: A — priimeér ploch vnitiniho standardu bez matrice, B — prumeér ploch vnitiniho
standardu s matrici, ME % - hodnota matricniho efektu
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3.3 Klinické aplikace metody

Po validaci nasledovala aplikace metody. Probihalo méfeni biologickych vzorktit DBS
v ramci zlepSeni diagnostiky CAH programu novorozeneckého screeningu a zaroven byla
metoda odzkousena pro stanoveni tychz analyti ze vzorku séra. Novorozenecké vzorky DBS
byly rozdéleny do tfi skupin na zdkladé¢ vysledkli konvencniho screeningového programu
realizovaného pomoci FIA metody. Prvni skupina obsahovala vzorky s negativnim vysledkem
(pacienti bez enzymového deficitu). Ty byly oznaceny jako negativni kontrola (NK). Dalsi
skupina obsahovala pozitivni vzorky (PK), které mély prokazany enzymovy deficit a posledni
skupina byla oznacena jako Sedd zoéna (GZ, z anglického ,.gray zone®), kde se pozitivni
vysledek FIA screeningu nachazel nad aktudlni cut-off, coz je hranice odd¢€lujici pozitivni nalez
od negativniho. CAH u nich nésledné ale nebyl prokdzan. Vzorky z Sedé zony tedy pattily mezi

falesné pozitivni nalezy.
3.3.1 Méfeni biologickych vzorkt suché krevni kapky
3.3.1.1 Referen¢ni rozmezi

Referen¢ni hodnoty (referencni rozmezi, fyziologickd rozmezi) jsou takové hodnoty
laboratorniho testu, mezi nimiz lezi vétSina hodnot ziskand méfenim referencni populace.
Statisticky definovany referencni interval zahrnuje hodnoty v hranicich x£2SD a/nebo hodnoty
na urovni 2,5/97,5 percentilu. Hodnoty mimo toto rozmezi neni vhodné a priori oznafovat
za patologické, ale velmi vysoké nebo velmi nizké, protoze tyto hodnoty se vyskytuji ve
vybérové referencni populaci s ur¢itou piedem definovanou pravdépodobnosti (napf. mimo
fyziologické rozmezi je 5 % vysledkll u jedincti bez pfitomnosti choroby). Je-li vysledek
vyznamn¢ vzdalen od referencni meze, jedna se s velkou pravdépodobnosti o patologicky nalez.
Referen¢ni hodnoty se mohou u jednotlivych pracovist’ lisit v disledku odlisnych analytickych
metod a pouzivanych komerénich souprav®. V ptipadé NS programii je za horni hranici

povazovén 99 percentil, tz. cut-off®’.
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Referencni rozmezi (koncentracni rozsah), ve kterém je vysledek povazovan za
negativni, bylo vytvofeno na zakladé dat ziskanych métfenim souboru NK a nachazi se

v Tabulce 10.

17-OHP AND KOR 11-DC 21-DC
Percentil ¢ [ng/ml] ¢ [ng/ml] ¢ [ng/ml] ¢ [ng/ml] ¢ [ng/ml]
2,5 0,5 0,2 4,0 0,4 0,1
5 0,5 0,3 4,5 0,4 0,2
10 0,7 0,4 5,8 0,5 0,2
25 1,1 0,5 6,9 0,6 0,3
50 1,6 0,7 16,5 0,8 0,5
75 2,2 0,8 28,9 1,1 0,7
97,5 43 1,6 56,1 1,9 1,3
99 5,0 1,9 67,4 2,1 1,7

Tabulka 10: Koncentracni referencni rozmezi pro stanovované analyty se

zvyraznénymi hodnotami na urovni 2,5 a 97,5 percentilu (n=60)

Protoze métfenim byla ziskdna data pro jednotlivé analyty, bylo mozné nadefinovat i
nckteré jejich vzajemné pomeéry, které by mohly pomoci v nasledujici diagnostice. Poméry

jednotlivych analytl se nachazeji v Tabulce 11.

(17-OHP+AND)KOR  11-DC/KOR  (17-OHP+AND+21-DC)/KOR

Percentil
2,5 0,10 0,10 0,10
5 0,10 0,10 0,10
10 0,10 0,10 0,10
25 0,20 0,10 0,20
50 0,20 0,10 0,20
75 0,20 0,14 0,20
97,5 0,44 0,28 0,64
99 0,45 0,29 0,69

Tabulka 11: Referencni rozmezi pro poméry nékterych stanovovanych analytu se

zvyraznénymi hodnotami na urovni 2,5 a 97,5 percentilu (n=60)
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3.3.1.2 Pacienti s diagnosou CAH (PK) a vzorky Sed¢é zony (GZ)

Celkem bylo zméteno 12 vzorkl od pacientli s potvrzenou diagnosou CAH. U vsech
vzorkll byla prokdzana zvySend koncentrace 17-OHP nad 4 ng/ml. Vzorky se nachézely
v koncentra¢nim rozmezi 5,4 — 233 ng/ml a zaroven se vyskytovaly dal$i markery, které odliSuji
pacienty od zdravych kontrol (viz kapitola 1.1.3). Chromatograficky piiklad porovnavajici
vzorek PK a NK pielozenim zdznami MRM piechodli se nachdzi na Obr.16. Jak bylo
predpokladéano, vzorek PK obsahuje zvySené koncentrace 17-OHP, AND a 21-DC, zatimco

koncentrace KOR je snizena.
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Obr.16: Porovnani analyzy vzorku DBS negativni kontroly (modra linie) a pacienta
s deficitem CAH (Cervena linie) s vybranymi MRM prechody pro jednotlivé metabolity,
vysledna koncentrace sledovanych metabolitii u vzorku pacienta: 17-OHP — 12,4 ng/ml
(n.<4), AND 3,2 ng/ml (n.< 1,9), 21-DC 18,2 ng/ml (n.< 1,3)
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Z diagnostického hlediska byla nejzajimavé;jsi skupina vzorka GZ, kterd v rdmci méfeni
FIA metodou byla oznacena jako faleSn¢ pozitivni, protoze koncentrace 17-OHP se nachazela
nad cut-off 4 ng/ml (koncentracni rozmezi zméfeného souboru bylo 4,6 — 126,4 ng/ml). Celkem
bylo proméfeno LC-MS/MS metodou 73 vzork. Srovnanim vysledkii koncentrace
17-OHP naméfenych FIA a LC-MS/MS metodou ukézalo, ze pokud by se pouzil cut-off
4 ng/ml, doslo by pfi pouziti LC-MS/MS metody k redukci pozitivnich nalezi o 40 %,
respektive 50 %, pokud by byla pouzita hranice cut-off 5 ng/ml. Srovnani vysledkl ziskanych
méfenim obéma metodami je znazornéno v grafu na Obr.17a a 17b. V souboru jsou také
obsazeny 4 vzorky s vysledkem pod 4 ng/ml z diivodu suspektni klinick¢é anamnézy, ktera se

nasledné neprokazala.
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Obr.17a: Porovnani vysledkit meéreni koncentrace 17-OHP u vzorkiit GZ skupiny pomoci
imuno a MS metody, IM - imunometoda (FIA), MS: LC-MS/MS. Osa krabicového grafu je

v logaritmickém méritku, prerusovand cara naznacuje cut-off hodnotu 4 ng/ml
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Obr.17b: Porovnani vysledkit mérent koncentrace 17-OHP u vzorkit GZ skupiny pomoci
imuno a MS metody, IM - imunometoda (FIA), MS: LC-MS/MS. Prerusovana ¢ara naznacuje
cut-off hodnotu 4 ng/ml

4.1.1.3 Porovnani skupin NK, PK a GZ pomoci metody LC MS/MS

Pomoci LC-MS/MS metody byly nasledné zméteny vSechny tii skupiny pacientl a to
NK (n=60), PK (n=12) a GZ (n=73). Ziskané koncentrace metaboliti 17-OHP, AND, 11-DC,
21-DC a KOR byly porovnany vii¢i sobé a nachazeji se na obrazku 18A - 18E. Zaroven byly
navrzeny, dopocitany a porovnany 3 poméry (Obr.18F-18H) vybranych zméfenych metaboliti.
Tyto metabolity byly vybrany s ohledem na ptfedpoklad jejich koncentracni zmény v piipade
CAH diagnosy, jak je uvedeno na Obr.3 (str.12). Zjistovalo se, jaké markery nejlépe
diskriminuji jednotlivé skupiny a jestli je 1ze vyuzit pro diagnostické tcely. V ptipadé 17-OHP
(Obr.18A) je patrné, ze aplikaci cut-off 4 ng/ml rozliSime pacienty (P) a negativni kontroly (N),
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zatimco u skupiny vzorkii GZ je zhruba 50% ptesah do pozitivity i negativity. Podobna situace
nastala i v pfipadé AND (Obr.18B) pfi pouziti cut-off 1,9 ng/ml (99th percentil referen¢niho
rozmezi). V pripadé KOR (Obr.18C) byly o¢ekavany snizené hodnoty, ovSem z kumulativnich
dat sice vyplyva snizeni medianu u pacientl oproti kontrolam, nicméné pouziti cut-off 4 ng/ml
(2,5th) rozliseni nepiineslo. U 11-DC (Obr.18D) je vidét vétsi rozptyl hodnot ve skupiné GZ,
nicméné tento parametr neodlisi skupiny PK a NK. Z podstaty patobiochemie vyplyva, ze u
CAH pacienti s deficitem 21-OHD (95 % vSech piipadi CAH) by méla byt zvySena
koncentrace 21-DC. To je prokazano na Obr.18E, kde lze vidét oddé€leni pacientii od kontrol, a
dokonce 1 od GZ. 21-DC by tak mél byt dostatecné specifickym markerem pro snizeni falesné
pozitivity u primarniho NS metodou FIA. Podobné specifické vlastnosti jsou viditelné pfi
aplikaci poméru P1 (Obr.18F), tedy (17-OHP+AND)/KOR a poméru P3 (Obr.18H) (17-
OHP+AND+21-DC)/KOR. Aplikace poméru P3 zajistila odd¢leni skupin PK od NK i GZ.

1000 = A .
100
A 4
10
1
0.1
17-OHP N 17-OHP GZ 17-OHP P

Obr.184: Boxovy graf s namérenymi vysledky 17-OHP pro negativni (N), Sedou zonu (GZ) a
pozitivni (P) vzorky. Prerusovanou carou je naznacen cut-off 4 ng/ml
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Obr.18B: Boxovy graf's namérenymi vysledky AND pro negativni (N), Sedou zonu (GZ) a
pozitivni (P) vzorky. Prerusovanou carou je naznacen cut-off 1,9 ng/ml
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Obr.18C: Boxovy graf's namerenymi vysledky KOR pro negativni (N), Sedou zonu (GZ) a
pozitivni (P) vzorky. Prerusovanou carou je naznacen cut-off 4 ng/ml
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Obr.18D: Boxovy graf s namerenymi vysledky 11-DC pro negativni (N), Sedou zonu (GZ) a
pozitivni (P) vzorky. Prerusovanou carou je naznacen cut-off 1,9 ng/ml
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Obr.18E: Boxovy graf s namérenymi vysledky 21-DC pro negativni (N), Sedou zonu (GZ) a
pozitivni (P) vzorky. Prerusovanou carou je naznacen cut-off 1,3 ng/ml
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Obr.18F': Boxovy graf s numerickymi pomery analytii (17-OHP+AND)/KOR pro negativni
(N), Sedou zonu (GZ) a pozitivni (P) vzorky. Prerusovanou cdarou je naznacen cut-off

10

[e]
e

0.01 W -
P2_N P2 GZ P2_P

Obr.18G: Boxovy graf s numerickymi pomery analytii (17-OHP+11-DC)/KOR pro negativni
(N), Sedou zonu (GZ) a pozitivni (P) vzorky. Prerusovanou c¢arou je naznacen cut-off
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Obr.18H: Boxovy graf's numerickymi poméry analytii (17-OHP+AND+21-DC)/KOR pro
negativni (N), Sedou zonu (GZ) a pozitivni (P) vzorky. Prerusovanou c¢arou je naznacen cut-off

Pokud je tedy jako rozhodovaci faktor pouzita pouze koncentrace 17-OHP, sniZi se tim
faleSna pozitivita (FP) o 40 % (viz. kap 4.1.1.2). Piidame-li vSak 1 dalsi parametry jako
koncentraci 21-DC a numerické poméry analyti (17-OHP+AND)/KOR resp.
(17-OHP+AND+21-DC)/KOR, podati se FP snizit az 0 98 %. V ramci laboratorniho algoritmu
pro posouzeni suspekce CAH by pak mélo byt klicové nasledujici kritérium: koncentrace
17-OHP > 4 ng/ml a soucasn¢ koncentrace 21-DC > 1,3 ng/ml. Také by mély byt zvySené oba
poméry ke KOR. V pifipad¢ minoritniho deficitu 11-OHD by se mél nalez projevit ve zvySené
koncentraci 11-DC > 1,9 ng/ml se zvySenym pomérem (17-OHP+11-DC)/KOR > 0,28 ng/ml.
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3.3.2 Méfeni biologickych vzorkt séra/plazmy

Zvalidovana LC-MS/MS metoda byla nasledné aplikovana i pro méteni vyse uvedenych
metabolitd ze vzorkl séra/plazmy. Po ptipravé (postup v kapitole 2.5.5) 50 pl anonymné
vybranych deseti vzorkii séra byly zméfeny koncentrace 17-OHP, AND, KOR,

11-DC a 21-DC. Zmétené koncentra¢ni rozmezi analytti se nachéazi v Tabulce 12.

Koncentraéni rozmezi

Analyt
[ng/ml]
17-OHP 0,4-3,1
AND 0,3-0,6
KOR 37187
11-DC 0,4-0,9
21-DC 0,3-0,5

Tabulka 12: Koncentracni rozmezi jednotlivych analytii ze vzorkii séra/plazmy

meérenych LC-MS/MS metodou

Ze ziskanych vysledkl 1ze tedy zreferencniho rozmezi ptedpokladat, ze vSechny
vybrané vzorky byly negativni. Pozitivni vzorek od pacienta s CAH nebyl k dispozici. Dale
byly zméteny vzorky kontrolniho séra s definovanou cilovou koncentraci pro kazdy z péti
analytl (vzorek kontroly kvality), a to na koncentra¢nich hladinach 0,4 ng/ml, 4,0 ng/ml a 10,0
ng/ml. VSechny analyty na vSech tfech koncentracnich urovnich vykazovaly po zméteni
odchylku (CV %), ktera neptesahovala 10 % vici cilovym hodnotam. Bylo tim potvrzeno, Ze
metoda muze byt také pouzita pro méteni vzorki ze séra, respektive plazmy a mtize slouzit jako

oveérovaci pii odchylkéch, nebo interferencich ve vzorku DBS.
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4 Zavér

Byla vyvinuta LC-MS/MS metoda pro stanoveni 17-hydroxyprogesteronu,
androstenedionu, kortisolu, 11-deoxykortisolu a 21-deoxykortisolu v suché krevni kapce. Tato
metoda byla nésledn¢ zvalidovéana a byla prokdzana jeji robustnost a pouzitelnost pro méteni
biologickych vzorkli. Metoda byla aplikovéana na klinické vzorky programu novorozeneckého
screeningu kongenitalni adrenalni hyperplasie (CAH), rozpoznala pacienty od negativnich
kontrol a zasadn¢ zredukovala faleSnou pozitivitu vysledkii novorozeneckého screeningu
pouzitim dalSich parametrii hodnoceni. Bylo také ovéteno, ze metodu lze vyuzit i pro méfeni
ze vzorkl séra, resp. plazmy. To umozni dalsi konfirmaci suspektnich ndlezli a zacileni
diagnosy CAH. Do budoucna bude metoda soucasti laboratorniho algoritmu v ramci
diagnostiky CAH probihajiciho novorozeneckého screeningu, jako tzv. konfirmaéni

druhostupiiovy test.
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