UNIVERZITA KARLOVA YV PRAZE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Katedra analytické chemie

Studijni Program: Analytickd chemie

VYUZITI HPLC A LC-MS/MS METOD
V DIAGNOSTICE DEDICNYCH METABOLICKYCH
PORUCH

Autoreferat disertacni prace

Praha, 2014 Mgr. Josef Bartl



Tato diserta¢ni prace byla vypracovana v Ustavu dédiénych metabolickych poruch, VFN a 1. LF
UK, Ke Karlovu 2, Praha 2.

Skolitel: Doc. RNDr. Ivan Jelinek, CSc.

Ptirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze

Konzultant:  Ing. Petr Chrastina
Ustav dédiénych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK



ABSTRAKT

V ramci této disertani prace byly vyvinuty a optimalizovany metody kapalinové
chromatografie (HPLC) a tandemové hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS) a nasledné vyuzity
pro diagnostiku dédicnych metabolickych poruch.

Prvni tematicky okruh popisuje zavedeni komplexniho laboratorniho postupu pro
diagnostiku pacientl s dédi¢nou xanthinurii vyuzivajici kvantifikaci klicovych biochemickych
markertl a stanoveni aktivity enzymu V plazmé. Pro tyto ucely byla zavedena HPLC metoda
s detekci diodového pole pro kvantifikaci hypoxanthinu, xanthinu, allopurinolu a oxypurinolu
v moc¢i a plazmé a metoda pro stanoveni pterinu a isoxanthopterinu v plazmé vyuzivajici HPLC
separaci a detekci latek fluorimetrickym detektorem. Tyto metody byly uspésné aplikovany
Vv klinické praxi pii diagnostice dvou pacientd s xanthinurii . typu.

Druhy tematicky okruh je vénovan vyvoji a klinické aplikaci LC-MS/MS metody pro
kvantitativni stanoveni celkového homocysteinu (tHcy), methioninu (Met) a cystathioninu (Cysta)
v suché krevni kapce a plazmé. Bylo prokdzano, Ze tato metoda dokaZze detekovat pacienty
s homocystinurii a zaroven rozlisit na zaklad¢ koncentracnich pomért jednotlivych analytd, zda je
porucha v transsulfuracni ¢i remethylac¢ni ¢asti metabolismu homocysteinu. Diky jednoduchému
odbéru a transportu vzorku suché krevni kapky je tato metoda také vhodna pro monitoring
koncentraci tHcy a Met u jiz diagnostikovanych pacientll v ramci sledovani dietni kompenzace.
Zaroven muze byt idedlnim nastrojem pro rychlou detekci pacientli s hyperhomocysteinemii v
ramci novorozeneckého screeningu, ktery vyuziva suchou krevni kapku pro vyhledavani poruch
metabolismu methioninu. Béhem studie byla také ziskana data o koncentracich cystathioninu

Vv suché krevni kapce, kterd nebyla dosud publikovéna.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

CBS
CVv
Cysta
DBS
DDT
DMP
GC
Hcy
HPLC

HPX
IXP

LC
LC-MS/MS

LOQ
Met
MRM
MS/MS
NS
tHcy
TLC
uv
XAN
XDH

A

cystathionin beta-syntasa

variacni koeficient (Coefficient of Variation)

cystathionin

sucha krevni kapka (Dried Blood Spot)

dithiotreitol

dédi¢né metabolické poruchy

plynova chromatografie (Gas Chromatography)

homocystein

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

hypoxanthin

isoxanthopterin

kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (Liquid
Chromatography - Tandem Mass Spectrometry

limit kvantifikace (Limit of Quantitation)

methionin

monitorovani vybranych reakci (Multiple Reaction Monitoring)
tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry)
novorozenecky screening (Newborn Screening)

celkovy homocystein (total Homocysteine)

tenkovrstva chromatografie (Thin-Layer Chromatography)
ultrafialova oblast spektra (ultraviolet)

xanthin

xanthindehydrogenasa

vlnova délka



1 Uvod

1.1 Dédi¢né metabolické poruchy

Dédi¢né metabolické poruchy (DMP) jsou heterogenni soubor zhruba 800 vzacnych
onemocnéni, vyskytujici se v kumulativni incidenci 1:800 narozenych détit. Jsou dusledkem
vrozené genetické mutace, kterd vede k poruse funkce nékterého enzymu nebo strukturdlniho ¢i
transportniho proteinu v organismu®. Nasledkem toho se v daném misté hromadi substrat daného
enzymu &i jeho patologicky metabolit a produkt je naopak v koncentraci snizené. Siroka 3kéla
moznych defektli v jakékoli casti metabolismu implikuje klinickou variabilitu symptoma od
benignich forem az po akutni onemocnéni podilejici se na mortalité prevazné u déti®. VEasna
diagnostika téchto poruch je klicova pro jejich 1é¢bu a vétSinou rozhoduje o mife poskozeni
pacienta. Studium patogenese DMP je také vyraznym faktorem pro rozvoj pozndni biochemické

podstaty procest v lidském organismu.
1.2 Laboratorni diagnostika

DMP jsou diagnostikovany a studovany v riznych biologickych matricich a tkanich na tfech
urovnich; metabolit — enzym — gen.

Zna¢na diverzita DMP a jejich biochemickych markert pifedurCuje i Sirokou Skalu
analytickych metod pro jejich diagnostiku na Urovni metabolit. Dle fyzikalné-chemickych
vlastnosti analyti se voli rtizné pfistupy pro separaci a detekci, od jednoduchych aplikaci naptiklad
tenkovrstvé chromatografie az po sloZité instrumentalni metody. Volba metody je zavisla nejen na
analytu samotném, ale musi odstinit 1 vliv biologické matrice, obsahujici velké mnoZstvi
interferenti, mnohdy v koncentracich vysoce prevySujicich analyt. Dal§im vyznamnym faktorem
pro volbu metody je koncentrace sledovanych analyti v dané matrici, ktera se mtze pohybovat od
nmol/l az po mmol/I.

Diky rozvoji metod s velmi citlivou detekci je mozné analyzovat latky v nizké koncentraci
(nmol/l) a monitorovat tak ¢asti metabolismu, které nebyly v minulosti analyticky pfistupné. V této
oblasti mé nezastupitelnou pozici hmotnostni spektrometrie kombinovana s GC ¢i LC separacnim
modulem. Vysoka citlivost a selektivita MS v kombinaci s univerzalnosti chromatografickych
systémul hraje kliCovou roli v diagnostice DMP. Tuto skute¢nost potvrzuje také fakt, ze v rdmci
celosvétové rozSifenych programli novorozeneckého screeningu se pro tyto Ucely vyuziva

technologie tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/ MS)”. Také v Ceské republice se od 1. fijna



2009 provadi rozsifeny novorozenecky screening deseti DMP vyuzivajici MS/MS instrumentaci pro

kvantifikaci aminokyselin a acylkarnitini ze suché krevni kapky®.



2 Cil prace

Tato disertacni prace je zamétfena na vyvoj a optimalizaci metod kapalinové chromatografie
a tandemové hmotnostni spektrometrie a jejich vyuziti v diagnostice dédi¢nych poruch
metabolismu.

Cilem této prace je rozsifit moznosti laboratorni diagnostiky poruch metabolismu purina se
zaméfenim na dédi¢nou xanthinurii. Pro tyto tcely optimalizovat HPLC metody pro detekci a
kvantifikaci kli¢ovych markerti asociovanych s touto poruchou a uspésné je aplikovat v klinické
praxi.

Dalsi cil je zaméfen na oblast metabolismu homocysteinu - na vyvoj a aplikaci LC-MS/MS
metody, ktera by umoznila rychlou a komplexni kvantifikaci diagnosticky vyznamnych metabolitt

ze vzorku suché krevni kapky nebo plazmy a piispéla tak k detekci pacientd s homocystinurii.



3 Experimentalni ¢ast

Analyzy purint a pyrimidini byly realizovany na kapalinovém chromatografu firmy Waters
(Alliance 2695) s detektorem diodového pole (2998) s pouzitym rozsahem vinovych délek od 235 —
305 nm. Data byla zpracovana pomoci programu Empower (Waters, USA).

Pro stanoveni pterinti byl pouzit kapalinovy chromatograf spole¢nosti Shimadzu (UFLC LC-
20AD) s fluorimetrickym detektorem (RF-20Axs). Data byla zpracovana s vyuzitim programu
LabSolutions (Shimadzu, Japonsko).

Pro analyzu homocysteinu, methioninu a cystathioninu byla pouzita kapalinova
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii na bazi trojit¢ho kvadrupolu
s ionizaci elektrosprejem. Separacni HPLC modul byl od firmy Agilent Technologies, USA
(Infinity 1290) a hmotnostni spektrometr od firmy AB SCIEX, Framingham, USA (API 4000).
Data byla sbirana a procesovana v programu Analyst (AB Sciex).



4 Vysledky a diskuse

4.1 Laboratorni diagnostika dédi¢né xanthinurie pomoci HPLC

Cilem této Casti disertacni prace bylo vyvinout komplexni pfistup k laboratorni diagnostice
dédi¢né xanthinurie zalozeny na metodach kapalinové chromatografie. Prokazat defekt na Grovni
metabolitd v riznych biologickych matricich, rozlisit typ poruchy a prokazat deficit enzymu. Tyto
techniky byly aplikovany pro vySetieni dvou pacientd suspektnich pro xanthinurii. Vysledky této

¢asti jsou sumarizaci a rozsifenim dat prezentovanych v disertacni préci v ptiloze I.
4.1.1 Stanoveni purinovych metaboliti

Prvnim krokem v laboratorni diagnostice xanthinurie byla kvantifikace klicovych
biomarkerti xantinu (XAN) a hypoxanthinu (HPX) v mo¢i a plazmé. Tyto metabolity jsou u
pacientli s xanthinurii vylucovany do krve a moc¢i ve zvySené koncentraci v disledku Spatné funkce

enzymu xanthindehydrogenasy (XDH), pro ktery jsou substratem (Obr.4.1).
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Obr. 4.1 Metabolicka premena HPX a XAN na kyselinu mocovou za pritomnosti enzymu XDH.

Stanoveni bylo provedeno metodou HPLC s UV detekci. Separace byla realizovana na
chromatografické¢ koloné Prontosil 120-3-C18 AQ (2004 mm, 5 um, Bischoff) za pouziti
gradientové eluce vodného roztoku octanu amonného a acetonitrilu pii pH 4,8. Pro identifikaci
analytli byla pouzita informace o jejich retenénim case a zaroven byly s knihovnou standardd
porovnany profily UV spekter ziskanych v rozmezi 235 — 305 nm (Obr.4.2). Kvantifikace byla
provedena pomoci kalibra¢ni kiivky v rozsahu koncentraci od 1 do 200 umol/l. V ramci validace
metody byl stanoven limit kvantifikace (LOQ) pro oba analyty na 1 umol/l, coZ bylo dostatecné
nizko pfi aplikaci na koncentrace v biologickych vzorcich. Opakovatelnost v sérii neptekrocila 5%
CV a reprodukovatelnost v intervalu 20 dnt byla niz8i nez 10 % CV (testovano na dvou
koncentra¢nich hladinach 10 pmol/l a 100 umol/1). Pro klinické ucely bylo nadefinovano referen¢ni
rozmezi obou analytli v moci a plazmé. Bylo zméfeno vylu¢ovani HPX a XAN u 100 vzorkd moci
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zdravych kontrol a na 99 percentilu dat byla nadefinovana horni hranice referen¢niho rozmezi (cut-
off) pro HPX 30 mmol/molKrea. a pro XAN 25 mmol/molKrea. V plazmé byl cut-off pro HXP 10
umol/l a pro XAN 7 umol/l, data byla zpracovana stejnym statistickym postupem jako v ptipadé
moci na 50 vzorcich plazmy ziskanych od zdravych kontrol.

Tato metoda byla aplikovana v klinické praxi pro diagnostiku dvou pacienti se suspektni
xanthinurii. U obou pacientii bylo prokazano signifikantné zvysené vylu¢ovani XAN a HPX v moci
a také zvySené koncentrace téchto analytli v plazmé. Na chromatogramu byla také pozorovana

charakteristicka absence piku kyseliny mo¢ové (Obr.4.3).
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Obr. 4.2 Charakteristické profily UV spekter pro kyselinu mocovou (I, Amax = 286,1 nm),
hypoxanthin (2, Amax = 249,4 nm) a xanthin (3, Anax = 267,1nm).
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Obr. 4.3 Separace HPX a XAH v moci metodou HPLC s UV detekci (2 = 260 nm) na koloné
Prontosil 120-3-C18 AQ 200 x4 mm, 5 um u fyziologické kontroly (a) a u pacienta s xanthinurii (b).
Oznaceni piku: (1) kyselina mocova, (2) HPX, (3) XAN.
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Tato separa¢ni metoda byla také optimalizovana pro $irsi profilové vysetieni purinovych a
pyrimidinovych metabolit v moci a plazmé. Za vySe popsanych separa¢nich podminek bylo mozno
oddélit a kvantifikovat dalsi diagnosticky vyznamné metabolity, které mohou ve zvySené ¢i snizené
koncentraci odhalit dalSich 7 dédiénych poruch spojenych s purinovym a pyrimidinovym

metabolismem (Tab.4.1).

Tab. 4.1
Enzymové defekty spojené s metabolismem purinovych a pyrimidinovych derivata s diagnosticky

vyznamnymi metabolity.

Enzymovy defekt Metabolismus  Diagnosticky marker

deficit XDH Puriny M xanthin, I hypoxanthin, | kyselina mocova
deficit HPRT Puriny M xanthin, P hypoxanthin, Tkyselina mocova
deficit APRT Puriny 2,8-dihydroxyadenin, ~adenin
o _ “1~adenosin, deoxyadenoson, | kyselina

deficit ADA Puriny

mocova

NMinosin, ‘Mdeoxyinosin, /M guanosin,
deficit PNP Puriny _

‘Mdeoxyguanosin
deficit UMPS Pyrimidiny M kyselina orotova
deficit TP Pyrimidiny uracil, P thymin, deoxyuridin, M tymidin
deficit DPD Pyrimidiny Muracil, thymin

HPRT-hypoxanthinfosforibosyltransferasa; APRT-adeninfosforibosyltransferasa;
ADA-adenosindeaminasa; PNP-purinnukleosidfosforylasa; UMPS-uridinmonofosfattransferasa;

TP- thymidinfosforylasa; DPD- dihydropyrimidindehydrogenasa

Kli€¢ovymi parametry v separaci byla hodnota pH mobilni faze a optimalizace gradientu. Jiz
pii odchyleni o dva desetinné stupné pH byl pozorovan problém s délenim pika ¢i dokonce zdména
eluéniho poradi. Pro nékteré analyzy je vhodné zvolit pH tak, aby doslo Kk separaci analytt od

interferujicich latek. Na zaklad¢ reten¢niho ¢asu a charakteristického profilu UV spektra bylo
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mozné piky identifikovat a pii kvantifikaci odecitat jejich plochy v absorpénich maximech (Amax)

(Obr.4.4).
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Obr. 4.4 Separace smési standardi purinovych a pyrimidinovych analytic v moci na koloné
Prontosil 120-3-C18 AQ 200x4 mm, 5 um. Slozeni mobilni fdze: (A) 40 mM octan amonny (pH
4,8); (B) Acetonitril; linearni gradient 0-30% (B) v 15 minutach, pritok 0,7 ml/min; A = 260 nm;
oznaceni pikii: (1) kyselina mocova, (2) HPX, (3) XAN, (4) kyselina orotovd, Amax = 277,5 nm, (5)
uracil, Amax = 258,5 nm, (6) pseudouridin, Amax = 263,2 nm, (7) uridin, Amax = 262,1 nm, (8) thymin,
Amax = 264,4 nm, (9) deoxyuridin, Amax = 262,1 nm, (10) inosin, Amax = 249,0 nm, (11) guanosin, Amax
= 252,6 nm, (12) deoxyinosin, Jmax = 249,0 nm, (13) deoxyguanosin, Amax = 252,6 nm, (14)
thymidin, Amax = 266,8 nm, (15) adenosin, Amax = 259,7 nm, (16) hipurat, Amax = 249,1 nm, (17)

deoxyadenosin, Amax = 259,7 nm.

Klinické vyuzitelnost této metody byla testovana na redlnych vzorcich mo¢i pacienti s vyse
uvedenymi defekty. Koncentrace klicovych metabolitli v moci byly v ptipad¢ prokézané diagnosy
signifikantné mimo referencni rozmezi zdravych kontrol.

4.1.2 Allopurinolovy test
Pro rozliseni typu xanthinurie byl proveden allopurinolovy test. Pacientim byl jednorazove

podan allopurinol a byla sledovana jeho metabolicka pfeména na oxypurinol. Vzorek plazmy pro

analyzu byl odebran pfed a po 1 hodiné¢ po podani allopurinolu. Vznikajici oxypurinol byl

13



analyzovan stejnou metodou a za stejnych podminek jako v bod¢ 4.1.1. Kvantifikace byla

realizovana jednobodovou kalibraci na externi standard oxypurinolu o koncentraci 20 pmol/l.
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Obr. 4.5 HPLC analyza plazmy pred podanim (A) a po podani (B) allopurinolu ( 2 = 250 nm);
oznaceni piku: (1) HPX, (2) XAN, (3) oxypurinol, Amax = 251,4 nm (4) allopurinol, Amax = 250,2 nm.

Prokazana piitomnost oxypurinolu v plazmé po podani allopurinolu (3 respektive 19 pmol/l)
byla u obou pacienti ditkazem spravné enzymatické funkce aldehydoxidasy a klasifikovala poruchu

jako xanthinurii typ 1.

4.1.3 Stanoveni aktivity xanthindehydrogenasy v plazmé

Vysetfeni na enzymatické irovni bylo provedeno z plazmy s vyuzitim skute¢nosti, ze XDH

oxiduje pterin na isoxanthopterin (IXP). Za pouziti pterinu jako substrdtu enzymové reakce byl
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nasledn¢ po 240 min. inkubaci (37 °C) kvantifikovan IXP a na zdklad¢ vzniklého mnozstvi
produktu se dala posoudit pfipadna insuficience enzymu. Analyza 20 ul produktu probihala na
HPLC za pouziti fluorimetrického detektoru s excita¢ni vinovou délkou 345 nm a emisni 410 nm.
Pro separaci byla pouzita kolona Prontosil 120-3-C18 AQ (2004 mm, 3 um, Bischoff).

Vysledky byly porovnany s referencnim rozmezim zdravych kontrol (n=36) a s aktualni
kontrolou obsazenou v dané sérii, ktera byla odebrand a transportovand za stejnych podminek jako
vzorek pacienta. U obou pacientd byl touto metodou prokazan signifikantni pokles aktivity enzymu
vyjadieny v pmol/h/ml. Porovnani mnozstvi vznikajiciho IXP u kontrolniho vzorku a pacienta je

graficky zndzornén na piekryvu chromatogramut na Obr.4.6.
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Obr. 4.6 Separace pterinu (1) a isoxanthopterinu (2) v plazmé na koloné Prontosil 120-3-C18 AQ
200%4 mm, 3 um po 240 min. inkubaci. Mobilni faze 15mM fosfatovy pufr (pH 6,8). Prutok 0,7
ml/min. Oznaceni vzorkii: (4) standard IXP o koncentraci 60 nmol/l, (B) fyziologicka kontrola (IXP
10 nmol/l), (C) pacient s deficitem XDH.

Limity detekce a kvantifikace pro IXP se pohybovaly mezi 0,1 — 0,3 nmol/l. V piipadé
fyziologickych aktivit byla tedy kvantifikace produktu spolehlivé nad LOQ. U vzorki s tézkym
enzymovym deficitem a absenci produktu (pod LOQ) byla aktivita hodnocena jako nulova.
Opakovatelnost v sérii (n=10) a reprodukovatelnost v ramci intervalu 20 dnd byla provedena na
standardu IXP o koncentraci 20 nmol/l, tedy v koncentraci odpovidajici mnozstvi tohoto metabolitu
Vv realném vzorku po 240 min. inkubaci. Pfesnost v sérii byla pod 5,4 % CV a v ramci mezidenniho
srovnani neptesahla 7,6 % CV. Interferen¢ni efekty nebyly u této metody pozorovany.
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4.2 Stanoveni markeri metabolismu homocysteinu metodou LC-MS/MS

Tato ¢ast disertacni prace se zabyva vyvojem LC-MS/MS metody pro kvantifikaci kli¢ovych
markertt poruch metabolismu homocysteinu. Cilem bylo na zaklad¢ koncentra¢niho zastoupeni
celkového homocysteinu (tHcy), methioninu (Met) a cystathioninu (Cysta) v suché krevni kapce
(DBS) diagnostikovat pacienty s homocystinurii a rozlisit zda je defekt v remethylacni nebo
transsulfuraéni ¢asti metabolismu homocysteinu. Porovnat vysledky této metody s vysledky metod
rutinné uzivanych pro méfeni téchto latek v plazm¢ a rozhodnout zda lze navrhovanou metodu
aplikovat pro monitoring koncentraci tHcy a Met u pacientl S homocystinurii. Vysledky této Casti

jsou sumarizaci a rozsifenim dat prezentovanych v disertacni praci v ptiloze II.

4.2.1 Optimalizace a validace metody

Pii ptipravé vzorku pro analyzu bylo nezbytné zvolit optimalni extrakéni postup analyti z
DBS a zredukovat rizné formy vazaného Hcy. Na zaklad¢ porovnani riznych solventi a
redukénich cinidel byla jako optimalni postup pouzita 30 minutova extrakce DBS do smési
MeOH/voda/kyselina mravenc¢i, obsahujici interni znafené standardy homocystin-dg, Met-d; a
Cysta-d4 s redukci pomoci 500 mmol/l DTT.

Analyza byla realizovana pomoci HPLC (Agillent 1290) ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (AB Sciex, API 4000) s ionizaci elektrosprejem V pozitivnim modu.
Chromatograficka separace probihala na koloné¢ SunFire C8 3,5 um, 4,6 x 100 mm (Waters) pfi
laboratorni teploté za pouZiti izokratické eluce mobilni faze voda/methanol/kyselina mravenci
60/40/0,1 (v/v), prutoku 350 ul/min a objemu nastiiku 5 pl. Extrahované MRM chromatogramy pro

jednotlivé analyty a jejich adekvatni vnitini znacené standardy jsou znazornény na Obr.4.7.
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Obr. 4.7 Extrahované MRM chromatogramy Hcy, Met a Cysta a jejich internich znacenych
standardii (vzorek DBS — tHcy 80 umol/, Met 120 umol/, a Cysta 10 umol/).

Separacni podminky: kolona SunFire C8 3,5 um, 4,6 x 100 mm (Waters), izokratickd eluce
S pouzitim mobilni fiaze voda/methanol/kyselina mravenci 60/40/0,1 (v/v), pritok 350 ul/min, objem
nastriku 5 ul.

0 O NH, 0
S HS
NH, NH; o) NH,

(A) (B) (C)
Obr. 4.8 Struktury analyzovanych metabolitii; (A) - methionin, (B) — homocystein,
(C) - cystathionin

Nastaveni trojit¢ho kvadrupdlu bylo optimalizovano pro jednotlivé MRM piechody analytii
a jejich vnitinich znacenych standardii pomoci ptimé infuze v mobilni fazi. Pro kvantifikaci byla
zvolena metoda kalibra¢ni piimky. Kalibra¢ni body byly pfipraveny pfimo do krve, ktera byla
nasledné aplikovana na filtracni papirek za vzniku DBS. Koncentrace byla pocitana z poméru

plochy analytu a pfislusného vnitiniho standardu S pouzitim kalibrace v dané sérii méteni. Limity
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kvantifikace se u tHcy a Met (0,6 umol/l) pohybovaly hluboko pod endogenni koncentraci téchto
analyt v Krvi. V piipadé Cysta byl LOQ blizko spodni hranici referenéniho rozmezi endogennich
koncentraci s mezidennim koeficientem variability 14,6 %. Opakovatelnost a reprodukovatelnost
metody byla pro jednotlivé analyty uspésné testovana na tiech klinicky relevantnich koncentrac¢nich
hladinach. Bylo nadefinovano referen¢ni rozmezi koncentraci v DBS pro jednotlivé metabolity.

V piipad¢ Cysta se jednd o unikétni data, kterd nebyla doposud publikovana.

4.2.2 Porovnani vysledku

Vysledky koncentraci jednotlivych metaboliti v DBS byly porovnany se vzorky plazmy
odebranymi ve stejny ¢as a méfenymi tfemi riznymi konvencnimi metodami. Komparativni studie
zahrnovala nékolik desitek vzorki s Sirokou Skalou koncentraci. Porovnani prokazalo velmi dobrou
korelaci vysledkii z obou biologickych matric, nicméné pomoci Bland-Altmanovych grafli bylo
zjisténo, Ze primérné koncentrace tHcy jsou v DBS o 40,6 % niZe nez v plazmé, Met 0 42,2 % a u
Cysta 0 6,4 %. Tento zavér byl v souladu s vysledky piedchozich experimentd porovnavajicich
koncentrace tHcy a Met v DBS a plazmé a zaroven reflektoval skute¢nost, ze koncentrace téchto
latek v erytrocytech jsou obecné nizsi. Nicméné pro vylouceni systémové chyby méteni byla LC-
MS/MS metoda upravena pro méteni vzorkli plazmy, kde misto DBS bylo do pfipravy vzorku
pouzito 10 ul plazmy. V porovnani plazma vs. plazma (tzn. porovnani metod) nebyl tento negativni
bias pozorovan a bylo prokazéano, Ze plivodni odchylky byly zpiisobeny rozdilnymi matricemi plné

krve (DBS) a plazmy.

4.2.3 Aplikace metody v praxi

Nové vyvinuta a zvalidovana metoda byla aplikovana ve tfech oblastech klinické praxe: 1)
Jako konfirmaéni druhostupniovy test koncentrace tHCY (tzv. ,,second-tier testing) pro NS
monitorujici poruchy metabolismu methioninu. V ramci pilotni fize rozsifeni NS v Ceské
Republice (grant IGA MZ NT/12213-3) bylo testovano 40,892 novorozencii na koncentraci Met. U
0,75 % vzorkli z tohoto souboru byly zjistény odchylky v koncentraci Met (mimo referenc¢ni
rozmezi 7-35 umol/l) a z téhoz DBS vzorku byly u téchto novorozencu kvantifikovany tHcy, Met a
Cysta. Metoda odhalila jednoho pacienta s deficitem CBS na zaklad¢ zvySené koncentrace tHcy
82,3 umol/l (ref.rozmezi < 10 umol/l) a Met 75,4 umol/l a nizké koncentrace Cysta 0,06 pmol/Il
(ref.rozmezi 0,13-0,82 umol/l). 2) Jako metoda pro rychlou diagnostiku poruch metabolismu Hcy
(DBS nebo plazma), ktera dokaze nejen detekovat zvySené koncentrace tHcy, ale na zakladé
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koncentraci Met a Cysta dokaze rozliSit mezi poruchou v transsulfura¢ni (CBS deficit) respektive
remethylac¢ni ¢asti metabolismu homocysteinu. Tato metoda pomohla diagnostikovat 7 pacientt
s def. CBS a 2 pacienty s poruchou remethylace. 3) Metoda je ideéalni pro monitoring koncentraci
tHcy a Met u jiz diagnostikovanych pacientti v ramci sledovani dietni kompenzace. Pacient mtze
realizovat odbér DBS doma a nésledné vzorky zaslat poStou, vyhne se tak navstéveé lékafe a
invazivnimu odbéru Zzilni krve. V soucasné dobé¢ je touto metodou monitorovano 21 pacientl

s poruchou metabolismu homocysteinu.
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5 Zavér

Predkladana disertacni prace se zabyva vyvojem a optimalizaci metod kapalinové

chromatografie a tandemové hmotnosti spektrometrie a jejich vyuzitim v diagnostice dédi¢nych

poruch metabolismu. Roz$ifuje moznosti laboratorniho diagnostického pfistupu v oblasti detekce

defektl spojenych s metabolismem purinti a homocysteinu.

Koncept prace je zalozen na dvou publikacich uvedenych jako soucast prace v ptilohach | a

Ptinos disertacni prace v této oblasti 1ze shrnout do nésledujicich bodi.

Byl zaveden komplexni laboratorni postup pro diagnostiku dédi¢né xanthinurie s moznosti
kvantifikace klicovych biochemickych markert, rozliSeni typu a prikazu deficitu enzymu.
Pro tyto ucely byla zavedena HPLC metoda s detekci diodového pole pro kvantifikaci
hypoxanthinu, xanthinu, allopurinolu a oxypurinolu v moc¢i a plazmé. Tato metoda byla také
optimalizovéna jako profilové vysetieni dalSich sedmi poruch purinového a pyrimidinového
metabolismu. Dale byla zavedena metoda pro analyzu pterinu a isoxanthopterinu v plazmé v
ramci stanoveni enzymové aktivity XDH, vyuzivajici HPLC separaci a detekci latek

fluorimetrickym detektorem.

Metody byly Gspésné aplikovany v klinické praxi pii diagnostice dvou pacientl s xanthinurii

. typu.

Byla vyvinuta LC-MS/MS metoda pro kvantitativni stanoveni celkového homocysteinu,

methioninu a cystathioninu v suché krevni kapce a plazmé.

Metoda mize byt pouzita v klinické praxi jako druhostupiiovy test pro novorozenecky
screening vyhledavajici poruchy metabolismu methioninu. Dale pro rychlou detekci
pacienti s homocystinurii S moznosti rozli§it na zakladé koncentra¢nich poméra
jednotlivych analytti zda je porucha v transsulfuracni ¢i remethylacni ¢asti metabolismu
homocysteinu. Diky jednoduchému odbéru a transportu vzorku suché krevni kapky je tato
metoda vhodna pro monitoring koncentraci tHcy a Met u jiz diagnostikovanych pacientl pii

sledovani jejich dietni kompenzace.
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5. Vramci tvorby jednotlivych referencnich rozmezi byla ziskana unikétni data koncentraci

cystathioninu v suché krevni kapce, ktera nebyla dosud publikovana.
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