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Seznam pouzitych zkratek a symboli

? ptedpokladany nalez

AGAT arginin-glycintransamiddza
APCI chemickd ionizace za atmosférického tlaku
b krev

c koncentrace

CK kreatinkinaza

csf mozkomi$ni mok

CRT kreatinovy transportér

CT kreatin

CTN kreatinin

dbs sucha krevni kapka

DMP dédi¢né metabolické poruchy

ds-kreatin, kreatinin deuterované standardy pro kreatin, kreatinin

d,-guanininacetat deuterovany standard guanidinacetatu

EEG elektroencefalografie

ESI elektrospre;j

eV elektronvolt

f fibroblasty

FIA pritokova injekéni analyza

GAA guanidinacetat

GAMT guanidinacetatmethyltransferaza

GC plynova chromatografie

HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
HPTLC vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
1 lymfoblasty

LC kapalinova chromatografie

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace



m hmotnost

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
M, relativni molekulova hmotnost

MR magnetickd resonance

MRS magneticka resonanéni spektroskopie
m/z pomér hmotnosti a naboje

MIM internetova databaze enzymu

n pocet méfeni

p plazma

Q kvadrupol

R’ determinac¢ni koeficient

Ry retenéni faktor

s smérodatna odchylka

Std standard

TLC tenkovrstva chromatografie

IR reten¢ni ¢as

u moc¢

UDMP Ustav dédi¢nych metabolickych poruch
v objem

z naboj



1. Uvod

Dédi¢né metabolické poruchy jsou Sirokou skupinou ruznych onemocnéni,
znichz nékteré se projevuji riznym neurologickym postizenim a také mentalni
retardaci. V¢&asné zachyceni téchto poruch a nasledna 1é¢ba muze ptiznaky onemocnéni
zmirnit nebo dokonce i zastavit. Mezi tyto poruchy patfi i neddvno zji$t€nd porucha
v metabolismu kreatinu (1994) - deficit gunidinacetatmethyltransferazy. Dalsi poruchy
v metabolismu kreatinu jsou deficit argininglycintransamidazy a deficit kreatinového
transportéru. Kvantitativni vySetfeni pro diagnostiku té€chto poruch prozatim neni
v Ceské republice dostupné a vzorky od pacientti s podezfenim na tyto choroby jsou
zasilany k vydetfeni do zahrani&i. V Ceské republice se provadi pouze kvalitativni

stanoveni guanidinacetatu v mo¢i ve FN Olomouc.

Cilem této diplomové prace je zavedeni vySetfovacich metod pro komplexni
laboratorni diagnostiku poruch metabolismu kreatinu. K plosnému screeningu jedné
ztéchto poruch (deficit guanidinacetatmetyltransferazy - GAMT) bylo pouZito
stanoveni guanidinacetatu v moci tenkovrstvou chromatografii (TLC). Kvantitativni
stanoveni kreatinu, kreatininu a guanidinacetitu v moé¢i bylo provadéno metodou
tandemové hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem a pfimym néastfikem
vzorku (FIA-ESI-MS/MS). Vypracované metody byly validovany a pouzity k vySetfeni

pacientt s klinickymi pfiznaky suspektnimi pro poruchy metabolismu kreatinu.



2. Teoreticka ¢ast

2. 1. Dédi¢né metabolické poruchy

Dédi¢né metabolické poruchy (DMP) jsou skupinou vice nez 500 riznych
onemocnéni. Pfi¢éinou DMP jsou mutace genl slouZicich vesmés jako pfedloha pfi
proteosyntéze enzyml ucCastnicich se dilezitych metabolickych procest. Vznika
abnormalni protein s pozménénou sekvenci aminokyselin. Vét$inou je aktivita enzymu
podstatn€ sniZzena nebo je nulovd. N€kdy muze byt funkénost enzymu (nejCastéji
katalyticka aktivita) z velké Casti zachovana, vyjimeéné i zcela, pokud se zména
sekvence vyskytuje mimo vazebnd mista substratu a koenzymu. Rozsahu aktivit
abnormalniho enzymu u konkrétniho jedince odpovida $iroka skala klinickych projevi
DMP od asymptomatického priibéhu (tj. bezpfiznakového) aZ po té€zké poskozeni tkani,
orgdnd a predCasnou smrt. PferuSeni metabolické drahy na mist¢ odpovidajicimu
nefunkénimu enzymu zptisobuje hromadéni substratu a nedostatek produktu enzymové
reakce. Nevyuzity substrat miize byt metabolizovan jinym enzymem. Patologicky tak
muze puasobit jak hromadéni substratu, tak i pfitomnost alternativniho produktu (nebo
vice produktil), stejné€ jako nedostatek produktu zastavené reakce [1].

Dédi¢né metabolické poruchy jsou prevazné autosomalné recesivni, nékteré
znich maji dédi¢nost X-vazanou, mitochondridlni nebo autosomélné¢ dominantni.
Incidence jednotlivych DMP je relativné nizkd (1 : 10000 aZ po méné neZ
1:1000000), ale celkovy vyskyt DMP je pomérné¢ vysoky, ve svété je udavana
celkova incidence 1 : 500, v Ceské republice 1 : 1000 [2]. Klinické projevy DMP jsou
rozmanité a celkové zahrnuji Sirokou Skalu symptomi v riznych kombinacich
u jednotlivych onemocnéni. Mohou se objevit v kterémkoliv vé€ku, nejcastéji vSak
v novorozeneckém a v détstvi, méné Casté, nikoliv v8ak vyjimecné, jsou prvni ptiznaky
v adolescenci ¢i dospélosti. Pribéh muze byt chronicky, pro nékteré DMP jsou typické
opakované akutni dekompenzace zplisobené intoxikaci patologickymi metabolity. Pro
diagnostiku DMP je zasadni cilené vySetfeni metabolitli, aktivity enzymu ¢i analyza

DNA, event. RNA.



Lécba DMP je vétSinou symptomaticka (lé€ba symptomt, sniZeni piijmu
substratll, podavani vitaminovych kofaktord), u né€kterych poruch kauzélni (enzymova

terapie, transplantace jater, kostni dfen€, genova terapie).

2. 2. Metabolismus kreatinu

Kreatin je latka, ktera ve formé& kreatinfosfatu piedstavuje okamZitou a
vyznamnou energetickou rezervu svalu [3]. Navzdory dileZitosti kreatinu nejsou jeho
metabolismus a distribuce v lidském téle dosud pln€ vysvétleny [4]. Biosyntéza kreatinu
je zobrazena na obrazku 2.1. Kreatin je tvofen hlavné v jatrech, pankreatu a ledvinach
[5]. Krvi se dostava do svali a mozku, kde je vychytavan do svalovych a nervovych
bunék cestou aktivniho Na—dependentniho transmembranového transportu [6,7].
Intracelularné¢ se ucinkem kreatinkindzy (CK, EC 2.7.3.2) fosforyluje za vzniku
kreatinfosfatu. Kreatinkindza pak v pfipad¢ potieby prendsi fosfat na ADP za vzniku
ATP a poskytuje tak pohotovou vyrovnavaci zasobu energie [8].

Kreatin se po enzymovém i neenzymovém odstépeni vody pfeméni na kreatinin,
ktery se z organismu vylucuje mo¢i. Denni exkrece kreatininu mo¢i je konstantni a
odpovida svalové hmoté [9, 10]. Denni obrat pfedstavuje 1,5 % télesného kreatinu
[11,12].

Na biosyntéze kreatinu se podileji aminokyseliny arginin a glycin. Proces

biosyntézy probiha takto:

1. Arginin-glycintransamidaza (AGAT, EC 2.1.4.1) katalyzuje pfenos amidinové
skupiny z argininu na glycin za vzniku ornithinu a guanidinacetatu [13].
Nejvyssi aktivita AGAT je v pankreatu, ledvinach a jatrech [14].

2. Pasobenim guanidinacetatmethyltransferazy (GAMT, EC 2.1.1.2) se na
guanidinacetat prenasi methylova skupina (donorem je S-adenosylmethionin) za
vzniku kreatinu [15].

Ve svalech ¢lovéka je uloZeno v priméru kolem 120 g kreatinu v zavislosti na typu

stravy a mnozstvi svalové hmoty. 50 % kreatinu se vytvaii endogenn¢, ostatni kreatin se

do téla dostava potravou, zejména z masa a ryb.



Kreatin mize také slouZit 1 jako dopln€k sportovni vyzivy, uziva se 100% kreatin
monohydrat. ZvySend zasoba kreatinu ve svalu znamena, Ze je k dispozici vice energie
pro kratké vykony o vysoké intenzit€. Vice kreatinu ve svalu miiZze pfispivat ke
kompenzaci negativnich efektu kyseliny mlééné. Vysoka koncentrace kreatinu ve svalu
miiZze rovné€Z urychlovat proces regenerace po vykonu. Vyznamné&jdi efekt uZivani
kreatinu se projevuje u vegetariani, ktefi maji absenci Zivo¢i§né stravy a s tim spojeny
sniZzeny ptijem kreatinu. Kreatin neni navykova ani toxicka latka, pfi vétSich davkach se

ptebytecny kreatin vylu€uje mo¢i v podobg kreatininu [16].
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Obr. 2. 1. Biosyntéza kreatinu



2. 3. Poruchy metabolismu kreatinu

Dosud byly popsany tfi poruchy metabolismu kreatinu:
1. Deficit guanidinacetatmetyltransferazy @~ (GAMT, S-adenosyl-L-
methionin: N—guanidinacetat-methyltransferaza, MIM 601240)
2. Deficit  arginin-glycintransamiddzy =~ (AGAT, L-arginin:glycin—
amidintransferaza, MIM 602360)
3. Deficit kreatinového transportéru (CRT, MIM 300036)

2. 3. 1. Deficit guanidinacetatmetyltransferazy

Jako prvni dédi¢nd porucha v metabolismu kreatinu byl v roce 1994 popsan
deficit guanidinacetatmethyltransferazy [17]. Dosud byly publikovany udaje o piiblizné
dvaceti pacientech [18]. Gen pro GAMT byl lokalizovan na chromozomu 19p13.3 [19].
Dédi¢nost je autosomdlné recesivni. Pacienti s deficitem GAMT maji systémovou
depleci kreatinu zptisobenou zablokovanim biosyntézy kreatinu a nasledné i deficitem
kreatinfosfatu, coZ bylo prokazano in vivo fosforovou magnetickou resonanéni
spektroskopii. In vivo protonovd magnetickd resonan¢ni spektroskopie ukazala, Ze
pacienti s deficitem GAMT maji extrémné nizkou koncentraci kreatinu v mozku,
zatimco guanidinacetat - bezprostiedni prekursor kreatinu a substrat pro chybéjici
enzymovou aktivitu - se hromadi v neobvykle vysokych koncentracich. Dal$im nalezem
je nizka koncentrace kreatininu v séru a moci, stejn€ jako nizka koncentrace kreatinu
vplazmé a mozkomisnim moku. Akumulace guanidinacetatu vede k utvéafeni

neobvyklych slou¢enin guanidinu, které jsou toxické pro nékteré buriky [20].

2. 3. 2. Deficit arginin-glycintransamidazy

Dalsi dédicnd porucha v metabolismu kreatinu je deficit arginin-

glycintransamidazy. Deficit AGAT byl poprvé popsan v roce 2001 u dvou sourozencti

10



Zzenského pohlavi s mentdlni retardaci [4]. Dosud byly publikovany celkem c&tyti
ptipady. Na rozdil od deficitu GAMT zde neni syntetizovan guanidinacetat, jehoz
koncentrace v moéi a plazmé je nizka a aktivita GAMT je normalni. Enzymova aktivita
AGAT byla pod trovni detekce. Dédi€nost je autosomalné recesivni. Gen pro AGAT je

lokalizovan na chromozomu 15q15.3 [21].

2. 3. 3. Deficit kreatinového transportéru

Prvni pfipad defektu transportu kreatinu byl prezentovan v roce 2001
u Sestiletého chlapce. Dosud bylo popsano okolo dvaceti pfipadi tohoto onemocnéni
[11]. Koncentrace guanidinacetatu v té€lnich tekutinach tohoto pacienta (plazma, moc)
byla ve fyziologickém rozmezi, zatimco koncentrace kreatinu v mo¢i a plazmé byla
zvySena. Koncentrace kreatinu v mozku, ktera byla zjist€éna in vivo magnetickou
resonanc¢ni spektroskopii, byla extrémné nizka. Na rozdil od deficitu GAMT a AGAT
zde nedoslo ke zvySeni koncentrace kreatinu v mozku ani pfi suplementaci vysokymi
davkami.

Biochemickym a molekuldrné genetickym vySetfenim bylo zjisténo, Ze tento
pacient a jeho rodina je postiZzena X-vdzanym syndromem poruchy transportu kreatinu,
ktery je disledkem hemizygotni mutace v genu SLC6AS8 [22,23]. Sekvence tohoto genu
byla urCena a lokalizovana na X-chromozomu distalné od genu glukosa-6-
fosfatdehydrogenazy na lokusu Xq28 [24]. Dalsi gen pro transportér kreatinu, ktery je

exprimovan ve spermiich, byl identifikovan na chromozomu 16p11.2 [25].

2. 3. 4. Klinické ptiznaky

Klinicky se deficity metabolismu kreatinu projevuji piedev§im postizenim
centralniho nervového systému. Nejcastéj$im symptomem je psychomotoricka retardace
nebo €asny vyvojovy atlum asi od étvrtého mésice véku pacienta. Mezi dal$i pfiznaky
patii porucha vyvoje fedi, hypotonie, extrapyramidovad symptomatologie. Casta je

epilepsie, n€kdy obtizn¢ kompenzovatelnd s malymi nebo nespecifickymi zmé&nami

11



v EEG zdznamu [26]. Mohou se vyskytnout autistické projevy az sebepoSkozovani,
mentalni retardace bez daliich symptomi. Abnormalni intenzita signalu v bazalnich
gangliich na MR mozku miiZe byt pti¢inou extrapyramidové symptomatologie.

Tyto ptiznaky jsou popisovany u vSech typl kreatinového deficitu, objevuji se
vsak i u $irokého spektra dal$ich chorob, které je nutné odliSit specializovanym
vysetfenim. Klinické pfiznaky typické pro poruchy metabolismu kreatinu jsou uvedené

v tabulce 2. 1.

Tab. 2. 1. Klinické ptiznaky deficitl kreatinu

Porucha Klinické pFiznaky Biochemické Diagnostika Potvrzeni
charakteristiky diagnézy
GAMT  Mentalni retardace Deficit kreatinu v. - MRS mozku Aktivita GAMT
mozku (£D
Opozdéni feci Akumulace GAA v u, p, csf,
guanidinacetatu dbs
Epilepsie Nizk4 exkrece Kreatinin Mutace GAMT
kreatinu a v mo¢i/24 hod, (b, £, 1, dbs)
kreatininu kreatin a
kreatinin v csf
[27,28]
Extrapyramidové  Vysoky pomér Kreatin,
ptiznaky kyselina mo¢ova/  kreatinin,
kreatinin vmo¢i  kyselina mo¢ova
v mo¢i
AGAT Mentalni retardace Deficit kreatinu MRS mozku, Aktivita AGAT
v mozku, nizka GAAvu,p,csf, (fl)
exkrece GAA dbs
Opozdéni feci Nizka exkrece Kreatin v mo¢i, = Mutace AGAT
kreatinu ?, kreatinin vmo¢i (b, £, 1, dbs)
nizka exkrece za 24 hod
kreatininu ?
Epilepsie
CRT Mentalni retardace Deficit MRS mozku Aktivita CRT
mozkového D
kreatinu
Opozdéni feci Nizka exkrece Kreatinin v mo¢i Mutace CRT
kreatininu za 24 hod (b,f)])
Epilepsie Vysoky pomér Kreatin a
kreatin/kreatinin  kreatinin v mo¢i
v moci
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2. 3. 5. Referenéni rozmezi

Vtabulce 2. 2. a 2. 3. jsou uvedena referen¢ni rozmezi guanidinacetatu a
kreatinu z riznych laboratofi, jejichZ hodnoty byly vyhledany v literature. Jednotlivé
hodnoty se li$i, coZ je zplsobeno riznymi metodami pouZivanymi na jednotlivych
pracovistich, riznou dobou jejich zavedeni a také rozdilnou vékovou skupinou zdravych
kontrolnich jedinct. Hodnoty kreatinu se mohou ménit az desetindsobné v zavislosti na

svalové hmoté.

Tab. 2. 2. Koncentrace GAA v moci [pmol.l'l]

Zdroj Fyziologické rozmezi Deficit GAMT
Stockler S., Metabolism, 63 -429 2224 - 3987
1997 [20]
Masaharu Y., Anal 109 - 759 —
Biochem, 1997
Mercimek — Mahmutoglu 30 - 640 —

S., SSIEM 2005 [29]

Tab. 2. 3. Koncentrace kreatinu v mo¢i

Zdroj Fyziologické rozmezi Deficit GAMT
Stockler S., Metabolism, 46 - 5250 umol.1"! 57 — 106 pmol.I"*
1997
Besley G. T. N., Journal of 42 — 5952 pmol.I" —
Met. Disease, 2004 [30]
Valongo C., Clin. Chim. 40-1510 —
Acta 2004 [31] mmol.mol™ kreatininu
Bizzi A, Annals of Neurol, 40 -360 —
2002 [32] mmol.mol” kreatininu

2. 3. 6. Laboratorni diagnostika a diferencialni diagnostika

Laboratorni vySetieni deficitu GAMT, AGAT a CRT je zvazovano u pacient

s mentalni retardaci, opozdénim feci, epilepsii, extrapyramidovymi symptomy,
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autistickym chovanim, hypotonii. Podnétem k vy3etfeni metabolismu kreatinu miize byt
opakovany nalez nizké koncentrace kreatininu v béZném biochemickém vySetieni
u pacienti s nékterymi z uvedenych ptiznaka.

Pro cilené metabolické vySetieni ve svété je nejCastéji vyuzivano stanoveni
kreatininu, kreatinu a guanidinacetatu v plazmé a mo¢i. Nejvhodnéjsi je sbér mo¢i za
24 hodin. Dale se provadi stanoveni enzymové aktivity GAMT a AGAT. Dtive za¢inalo
vySetfovaci schéma mozkového kreatinu vySetfenim magnetickou resonanéni
spektroskopii, které je v§ak finan¢né nakladné. Po zavedeni novych laboratornich metod
se postup zménil - nejprve se stanovuje denni exkrece kreatininu, provadi se vySetfeni
kreatinu, guanidinacetatu v moc¢i event. v likvidu, pfipadné je vySetfeni pacienta
doplnéno o MRS mozkového kreatinu. V pfipadé pozitivniho nédlezu se provadi
vySetfeni enzymové aktivity GAMT nebo AGAT. Pro potvrzeni diagnézy se provadi
mutacni analyza v genech pro GAMT, AGAT a CRT.

Guanidinacetat a kreatin lze stanovit in vivo ['H] magnetickou resonan¢ni
spektroskopii nebo in vitro: kolorimetricky, chromatograficky (TLC, HPLC, GC/MS,
LC/MS).

2.3.7.Lécba

Deficity GAMT a AGAT jsou léCitelnd onemocnéni. Jejich lécba spociva
v oralni suplementaci monohydratem kreatinu (350 mg — 2 g/kg te€lesné hmotnosti).
Dochazi i k odstranéni deficitu kreatinu v mozku a v dal$ich tkanich. P#i suplementaci
dojde ke zlepSeni nékterych klinickych symptomu jako jsou svalova slabost,
extrapyramidové piiznaky, potiZe s polykanim a kfeCe. Jiné symptomy zplsobené
pravdépodobné hromadénim guanidinacetatu vétSinou pretrvavaji. Mezi tyto
pretrvavajici symptomy patfi opozdéni feci, mentdlni retardace, autismus. Proto dalsi
podplirnou terapii nékdy byvd omezeni argininu ve stravé (inhibice syntézy
guanidinacetatu) a zaroveti substituce ornitinu pro zachovani funkénosti mocovinového

cyklu. Deficit kreatinového transportéru zatim neumime lé¢it [33].
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2. 4. Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie je jedna znejuZivanéjSich chromatografickych
screeningovych technik. Klasickdi TLC je jednoduchd, lacind metoda vyZadujici
minimalni instrumentaci a je pouZivand pro separace jednoduchych smeési a
k identifikaci slozek. Moderni varianta TLC, vysokouéinna tenkovrstva chromatografie
vyuziva uéinné staciondrni fiaze o malé a jednotné velikosti Castic a pitisluSnou
instrumentaci pro automatické davkovani, vyvijeni a detekce. U TLC je staciondrni
pevna faze nanesend v tenké vrstvé na vhodné desce. Mobilni faze se skladaji vétSinou
ze smesi rozpoustédel, n€kdy s ptidavky kyselin, bazi nebo tlumivych roztokd. Vzorek
umistény asi 1 az 1,5 cm od okraje desky se nanese na start ve form¢ skvrny nebo pasu.
Tento okraj desky se ponofi do mobilni faze, ktera se necha vzlinat pory stacionarni
faze v TLC. Tenka vrstva je umisténa v komoie sycené parami mobilni faze. Mobilni
faze unasi analyty, které mohou byt rozdiln¢ zadrzovany stacionarni fazi. Dfive nez
dosahne ¢elo mobilni faze konce desky, ukonéi se analyza, deska se vyjme z komory a
vysusi se. K detekci skvrn se pouzije bud’ jejich ptirozeného zabarveni nebo se skvrny
zviditelni reakci s vhodnym ¢inidlem.

Zékladni veli¢ina charakterizujici polohu separovanych zon je retenéni faktor R¢
definovany jako pomér vzdalenosti, které urazily slozka vzorku a ¢elo mobilni faze.
Hodnota Ry se pohybuje v mezich <0, 1>. Pokud je R = 0, latka nemigruje, pokud je
R¢=1, pak latka neni zadrZovana stacionarni fazi viibec a migruje s ¢elem rozpoustédla.

Pii identifikaci latek pomoci hodnot Rsse pouzivaji ptislusné standardy [34].

2. 5. Tandemova hmotnostni spektrometrie

Jednou zmetod pro stanoveni guanidinacetdtu, kreatinu a kreatininu je
1 tandemova hmotnostni spektrometrie. Pfi MS/MS jsou ionty podrobeny dvéma nebo
vice hmotnostnim analyzam. Nejéastéji jsou pro MS/MS analyzu pouzivany trojité
kvadrupdlové analyzatory (viz obr. 2. 2.).

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda slouzici k pfevedeni molekul na

ionty, rozlieni téchto iontd podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a naslednému
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zaznamu relativnich intenzit jednotlivych iontd. Latky jsou fragmentovany specificky
podle své struktury, coZ umozituje jejich naslednou identifikaci. Tandemova hmotnostni
spektrometrie umoZiuje rychlou analyzu bez pouziti separa¢nich metod (GC, HPLC) i
ve slozité matrici.
Analyza na trojitém kvadrupolu probihé ve ¢tyfech krocich:

1. ionizace molekuly a pfechod ionizovanych molekul do plynné faze

2. separace molekul podle poméru hmotnosti a naboje v prvnim hmotnostnim

spektrometru
3. fragmentace separovanych molekul v kolizni cele
4. separace a detekce jednotlivych fragmenti molekul
Pfi stanoveni skupiny strukturné podobnych latek ve slozité smési, napt. krvi nebo

mo¢i, vyuzivame toho, Ze tyto latky odstépuji spoleény charakteristicky fragment.
Kvantifikace se provadi pomoci vnitinich standardii stejné struktury jako stanovované
latky, které jsou ale oznaGené stabilnimi izotopy (napf. deuteriem °H, uhlikem "“C,
dusikem '°N). Pomoci MS/MS miZeme stanovit i nizké koncentrace latek, a to mnohem
rychleji nez jinymi metodami. Jedna analyza pak bez pouziti separacni techniky
s vyuzitim pfimého nastfiku vzorku do tandemového hmotnostniho spektrometru trva
jen nékolik minut a béhem jednoho dne lze vysetfit n€kolik set vzorkid. Vysoka citlivost
pfistroje umoziuje stanovit mnoZstvi analytu fadové v pikogramech a tedy i mnozZstvi
biologického materialu potiebného k vysetfeni se pohybuje v n€kolika mikrolitrech
krve, moc¢i atd. Omezenim vyuZitelnosti této metody je molekulovd hmotnost

stanovované latky (cca 1000 kilodaltontt) [2].

16



Obr. 2. 2. Schéma tandemového hmotnostniho spektrometru - ionizace elektrosprejem,
nabité ionty prochazeji trojitym kvadrupolem (Q1 — Q3), Q2 je kolizni cela, ionty
dopadaji na detektor (DET)

2. 5. 1. Iontovy zdroj

Iontovy zdroj slouZi k pfevedeni analyzované latky do ionizovaného stavu.
Veskeré informace poskytované hmotnostnim spektrometrem se tykaji pouze Eastic
nesoucich néboj, ionizace analyzované latky je nezbytnym piedpokladem analyzy.
Podle mnozstvi dodané energie se déli ioniza¢ni techniky na tzv. me&kké, pti nichZ je
energeticky prebytek dodany ionizované molekule maly a pravdépodobnost
fragmentace nizk4, a na tzv. tvrdé, pfi nichZ dodand energie postacuje k rozsahlejsi
fragmentaci primarné vzniklého iontu. V dals$i €asti jsou uvedeny nékteré zpusoby

ionizace ve spojeni s kapalinovou chromatografii.
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2. 5. 2. Mé&kké ioniza¢ni techniky ve spojeni s LC

Ionizace elektrosprejem (ESI) je v soucasnosti nejéastéji pouzivanym iontovym
zdrojem pro kombinaci LC/MS. K rozpraSeni kapalné faze ptivedené do kovové
kapilary dochdazi vlivem nehomogenniho elektrického pole mezi ustim této kapilary, na
niz je piivedeno vysoké napéti fadu jednotek kilovoltd, a protielektrodou, jez je
uzemnéna. V procesu elektrosprejovani vznikaji velmi drobné kapicky kapalné faze
s vysokou hustotou povrchového néboje. Ty jsou protiproudem horkého inertniho plynu
rychle vysuSeny, disociované latky mechanismem iontového vypafovani ptrechazeji
ptimo do faze plynné a vzniklé ionty se vedou vstupni $té€rbinou pies iontovou optiku
do hmotnostniho spektrometru. V procesu ionizace mohou vznikat kladn€ i zdporné
nabité ionty v zavislosti na polarit¢ napéti vloZeného na protielektrodu.

Dalsi ionizaéni technikou je chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI).
Vstupni kapilara, kterou se pifivadi kapalnd faze z chromatografické kolony, usti do
pneumatického rozprasovace, jehoZ plast’ je vyhiivan na teplotu az 700°C. Dochazi
k efektivnimu rozpraseni a odpafeni kapalné faze. V prostoru koronového vyboje
generovaného na hrotu tzv. koronové jehly, dochazi k ionizaci par mobilni faze nebo
molekul zmlZovaciho plynu a k tvorb€ chemicko-ionizaéniho plazmatu. Molekuly
analyzovanych latek jsou pak nasledné ionizovany mechanismem chemické ionizace

pfenosem protonu za vzniku kvazimolekularnich iontt typu [M+H]" nebo [M-H]".
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3. Experimentalni ¢ast

3. 1. Pouzité chemikalie

Aceton (C3H¢O, p.a., Penta, M; = 58,08)

Acetonitril (C2H3N, p.a., Fluka, M, = 41,05)

Brom (Br;, RNDr. J. Kulich, Hradec Krélové/Riéany, M; =159,8)
Butan-1-ol (CH3(CH;);0H, p.a., Merck, M;= 74,12)
Demineralizovana voda (H,O, M;= 18)

Guanidinacetat (C3H7N30,, Sigma, M, =117,1)
Guanidinacetat-2,2-d, (C3HgN3O,, 98 %, Isotec, M; =119,1)
Hydroxid sodny (NaOH, p.a. Penta, M; = 40.

Chlorbutan (C4HyCl, p.a., Merck, M; = 92,58)

8-hydroxychinolin (CoH7NO, 99 %, Aldrich, M; = 145,16)

Kreatin (C4HoN30,, Sigma, M;=131,1)

Kreatin-d; H,O (methyl-d3), (CsH;N30,, 98 %, Isotec-Sigma, M; = 152,17)
Kreatinin (C4H;N30, Sigma, M; =113,1)

Kreatinin-methyl-ds, (CsHgN3O, 98 %, Isotec, M; = 116,4)

Kyselina argininjantarova barnata sil (C,oH;¢N4Os, Serva, M, = 409,6)
Kyselina chlorovodikova (HCI, p.a., Penta, M, = 36,5)

Kyselina mraven¢i (C;H,0s, p.a., Merk, M; = 57.99)

Kyselina octova (C,H404, p.a., Penta, M; = 60,05)

L-arginin (C¢H4N4O,, Lachema, M; = 174,6)

L-arginin hydrochlorid (C¢H;sN4O,Cl, Lachema, M, = 220,7)
L-homoarginin hydrochlorid (C7H;7N40,Cl, ICN Biomedicals Inc., M; = 224,7)
Methanol (CH30H, p.a., Merck, M; = 32,04)
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3. 2. Ptiprava roztokl

Brom: roztok byl pfipraven rozpusténim 0,1 ml Br, v 0,5 M NaOH a doplnén na 50 ml.

Derivatiza¢ni ¢inidlo: butan-1-ol 100 ml, kyselina chlorovodikova 14,6 ml, chlorbutan
46 ml.

Guanidinacetat: standardni roztok o koncentraci 300 pmol.l”’, byl pkipraven
rozpuiténim 3,51.10° g guanidinacetatu v demineralizované vod& a doplnén na
100 ml.

Guanidinacetat-2,2-d,: zasobni roztok o koncentraci 1,5 mmol.l' byl piipraven
rozpusténim 1,788.10° g v 10 ml acetonitrilu.

Hydroxid sodny: roztok o koncentraci 0,5 mol.I", byl pfipraven rozpusténim 10 g
NaOH a doplnén na 500 ml.

8-hydroxychinolin: roztok o koncentraci 0,1 % byl pfipraven rozpusténim 0,025 g 8-
hydroxychinolinu v acetonu a doplnén na 25 ml.

Kreatin-d; H,O (methyl-ds): zasobni roztok o koncentraci 3 mmol.I"' byl ptipraven
rozpusténim 4,565.10° v 10 ml acetonitrilu.

Kreatinin-methyl-ds: zasobni roztok o koncentraci 15 mmol.l’ byl p¥ipraven
rozpuiténim 1,742.107 g ve 10 ml acetonitrilu.

L-arginin hydrochlorid: roztok o koncentraci 1,2 mmol.lI" byl ptipraven rozpuiténim
0,00632 g a doplnén na 25 ml demineralizovanou vodou.

L-homoarginin hydrochlorid: roztok o koncentraci 1,2 mmol.l' byl pfipraven
rozpu$ténim 0,00674 g a doplnén na 25 ml demineralizovanou vodou.

L-arginin: roztok o koncentraci 1,2 mmol.I"" byl pfipraven rozpusténim 0,01228 g
doplnén na 25 ml demineralizovanou vodou.

Mobilni faze pro MS/MS: 1000 ml methanol, 1000 ml acetonitril a 0,4 ml kyseliny
mravenci.

Piiprava deuterovanych vnitinich standardd: zasobni roztoky d,-GAA, d;-CT, d;-CTN
se smichaji vpoméru 1 : 1 : 1 a nafedi methanolem (1 ml smichanych
deuterovanych vnitinich standardd + 99 ml methanolu), deuterované vnitini
standardy byly pfipraveny tak, aby jejich koncentrace odpovidala normé pro

guanidinacetat 29 — 640 pmol.l", kreatin 16 — 5270 pmol.I"" a pro kreatinin
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360 — 12 100 pmol.lI". Koncentrace deuterovanych standardi ve vzorku mogi
byla zvolena pro GAA 50 umol.I"', CT 100 pmol.I"', CTN 500 pmol.I", tj. na
20 ul moci pfipada 1 nmol GAA, 2 nmol CT a 10 nmol CTN.

Pfiprava kalibra¢nich roztok pro MS/MS: koncentrace zasobnich roztokd pro MS/MS
byla 40 mmoll', kjednotlivym metabolithm — kreatin, kreatinin a
guanidinacetat - byly pfipraveny i pfislusné deuterované standardy s koncentraci
20 mmol.I"". Pro kalibra&ni fadu kreatinu bylo navazeno 0,05244 g std kreatinu o
koncentraci 40 mmol.lI" a rozpusténo v 10 ml demineralizované vody, d;-kreatin
o koncentraci 20 mmol.I"" byl pfipraven rozpusténim 0,01522 g ds-kreatinu v
5 ml demineralizované vody. Roztok guanidinacetatu o koncentraci 40 mmol.l"
byl piipraven rozpusténim 0,02342 g std guanidinacetditu v 10 ml
demineralizované vody, roztok 20 mmol.l" d>-guanidinacetatu byl pfipraven
rozpusténim 0,01192 g std d,-guanidinacetatu v 5 ml demineralizované vody.
Roztok kreatininu o koncentraci 40 mmol.I' byl pripraven rozpusténim
0,04524 g std kreatininu v 10 ml demineralizované vody, roztok ds;-kreatininu
o koncentraci 20 mmol.I"' byl ptipraven rozpusténim 0,01161 g std ds-kreatininu
v 5 ml demineralizované vody. Dale byly standardni roztoky kreatinu, kreatininu
a guanidinacetditu o koncentraci 40 mmol.I"'pfipraveny také v mo&i.
Deuterované standardy pouzité pro kalibra¢ni pfimky v moci byly pfipraveny
v demineralizované vod¢. Kreatin, kreatinin a guanidinacetat byl poté natedén

na pozadované koncentrace 5, 10, 15 a 20 mmol.l™.

3. 3. Ptistroje a pomiicky

Automaticky spektrofotometricky analyzator Hitachi 902 (Roche, Svycarsko)
Derivatiza¢ni pec (Binder, USA)

Hlinikova desticka 25 DC — Alufolien cellulose 20 x 20 cm (Merk, Némecko)
Horizontalni vyvijeci chromatograficka komora (Camag, Svycarsko)
Chromatograficka vana (Camag, Svycarsko)

Mikrotitra¢ni desti€ka (Chromacol, Velka Britanie)
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Prohlize¢ Camag k prosviceni desti¢ek (Camag, Svycarsko)

Sklenéna HPTLC desticka — Kieslegel cellulose 10 x 10 cm (Merk, Némecko)
Tandemovy hmotnostni spektrometr (API 2000, Sciex, Kanada)
Termoregula¢ni blok (Techne, USA)
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4. Vysledky a diskuze

4. 1. Stanoveni guanidinacetatu pomoci HPTLC

Pro identifikaci guanidinacetatu v mo¢i byla pouzita modifikovana Sakaguchiho
reakce [35], ktera slouzi k detekci monosubstituovanych guanidint. Guanidinové
derivaty davaji s a-naftolem a NaClO citlivou barevnou reakci. V reakci misto NaClO
byl pouzit NaBrO [36]. Mezi guanidinové derivaty patfi napiiklad arginin, kyselina
argininjantarova, homoarginin a guanidinacetat. Podstatou metody bylo jednorozmérné
rozdéleni guanidinacetditu zmo¢i na tenké vrstvé, ponofeni do roztoku 8-
hydroxychinolinu v acetonu a nasledna detekce roztokem bromu v NaOH [37].

Pro metodu byla pouzita hlinikova desticka 25 DC — Alufolien 20 x 20 cm
cellulose a sklenénda HPTLC desti¢ka cellulose10 x 10 cm. Na sklenéné a hlinikové
TLC desti¢ky bylo naneseno 10 pl standardniho roztoku guanidinacetatu o koncentraci
300 umol.I" a 150 pmol.I". Destigky byly vyvinuty ve vyvijeci smé&si ve sloZeni: 35 ml
1-butanolu, 35 ml acetonu, 7 ml kyseliny octové, 23 ml demineralizované vody [38].

Vyvijeni probihalo v chromatografické vané dokud ¢elo nedosahlo 1 cm pod
okraj TLC desky. Pro zvySeni R¢ guanidinacetatu byly TLC desky dvakrét vyvijeny ve
stejné smési. Jedna eluce trvala pfiblizn€ hodinu. Mezi jednotlivymi cykly byly desti¢ky
vysuSeny fénem. VysuSené destiCky byly po druhém vyvijeni ponofeny do 0,1 %
roztoku 8-hydroxychinolinu v acetonu. Po detekci roztokem bromu v NaOH byla

hodnocena ¢erveno—oranzova frakce guanidinacetatu.
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4. 1. 1. Testovani nosice a vyvijeciho zafizeni

Pro metodu byla pouzita hlinikova desti¢ka 25 DC — Alufolien 20 x 20 cm
cellulose a sklenénd TLC desticka cellulose10 x 10 cm. Pouzita hlinikova desti¢ka se
neosveédcila, po detekci roztokem bromu dochézelo k odlupovéni nosi¢e od hlinikové
TLC desky a detekce guanidinacetatu nebyla mozna. Proto byla hlinikova TLC deska
nahrazena sklenénou HPTLC deskou 10 x 10 cm, kterd se ukdzala byt vhodna pro
stanoveni guanidinacetatu. Nedochazelo k odlupovani nosi¢e od desky a jednotlivé
frakce byly dobte oddélené. Sklenénou HPTLC desku bylo mozno prosvitit pfistrojem
Camag, coz je vyhodné pro vyhodnocovani barevné frakce guanidinacetatu. Na obr. 4.
1. je hlinikova TLC deska s odlupujicim se nosi¢em a sklenéna TLC deska, ktera byla
dale vyuzivana k identifikaci guanidinacetatu.

Pro stanoveni byla pouzita vertikdlni chromatografickd vana a horizontélni
vyvijeci komora Camag, viz obr. 4. 2. Obsah vyvijeci smési v horizontalni vyvijeci
komofe bylo 7 ml butan-1-olu, 7 ml acetonu, 1,4 ml kyseliny octové a 4,6 ml
demineralizované vody. Ve vertikdlni chromatografické van¢ byla celkova spotieba
vyvijeci smési 100 ml a jedna eluce trvala jednu hodinu. V horizontalni vyvijeci komoie
byla celkova spotieba vyvijeci smési 20 ml a jedna eluce trvala pfibliZzné¢ 50 minut. Pro
dalsi stanoveni byla proto pouzita horizontalni chromatografickd komora, jejiz vyhodou
bylo mensi mnoZstvi pouzitych chemikalii oproti vertikalni chromatografické vané a
zkraceni doby eluce celkem asi o 30 minut. Hodnota Rt pro guanidinacetat byla u obou

pouzitych komor 0,57.
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Obr. 4. 2. Horizontalni vyvijeci komora - do prostoru 1 se vklada TLC deska, do
prostoru 3 se vpravi 3 ml vyvijeci smési a prostoru 6 se vlévd vyvijeci smés,

horizontalni vyvijeci komora lze pouzit pro vyvijeni dvéma sméry

4. 1. 2. Stanoveni meze detekce

V ramci validace metody byla uréena mez detekce (viz obr. 4. 3.). K sestrojeni
kalibra¢ni zavislosti byla pfipravena sestupna koncentra¢ni fada standardi (std)
guanidinacetatu. Koncentrace zasobniho roztoku std guanidinacetatu byla 1200 pmol.I"!
(. 0,01404 g ve 100 ml H,0), ktery byl postupné fedén na 600 pmol.l"', 300 pmol.l",
150 pmol.I", 75 umol.I" a 37,5 pmol.I" (. 10 ml 1200 pmol.I"" GAA + 10 ml H,0 na
600 pmol.l" a dale stejnym zpasobem). Jednotlivé standardni roztoky GAA byly po
10 ul naneseny na sklenénou HPTLC desku. Na jednu desticku 10 x 10 cm bylo
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naneseno Sest vzorkil o rizné koncentraci. Mez detekce byla vizudlné stanovena na

75 umol.I" guanidinacetatu.

GAA

Obr. 4. 3. Mez detekce: 1) 1200 pmol.I" GAA, 2) 600 pumol.I" GAA, 3) 300 pmol.I"
GAA, 4) 150 pmol.I"" GAA, 5) 75 umol.I! GAA, 6) 37,5 umol.I" GAA

4. 1. 3. Stanoveni guanidinacetatu v moci

Jako materidl ke stanoveni guanidinacetatu je vhodny sbér moc¢i za 12 nebo
24 hodin. Pfed odlitim vzorku mo¢i je nutno cely objem mo¢i promichat. U kazdého
vzorku mo¢i byla stanovena koncentrace kreatininu Jaffého metodou [39] na
automatickém spektrofotometrickém analyzatoru Hitachi 902. Po stanoveni koncentrace
kreatininu v moci byla na sklenénou HPTLC desku nanesena nativni mo¢ (tab. 4. 1)

v mnozstvi vypocitaném podle vzorce:
X=10/Y

kde X je poéet nanesenych pul mo¢i a Y hodnota kreatininu v mo&i (mmol.I""), stanovena

Jaffého metodou.
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Tab. 4. 1. Objem nanaSeného vzorku moci na TLC desce v ul

vzorek Kreatinin (mmol.l")  Mnozstvi mo&e (ub
3525 4,1 3
3555 0,9 11
3523 2,4 5
3531 6,2 2
3545 5,7 2
300 umol.lI”" GAA - 10

P#i hodnotach kreatininu v mo&i vyssich ne 1 mmol.l" byl objem nanaSené
mo¢i piili§ nizky. Proto byla v dal$im stanoveni koncentrovand mo¢ fedéna tak, aby
hodnota kreatininu byla ] mmol.I" a nanaska na desti¢ku tak &nila minimalng 10 pl.
Maximalni mozZna nanaska na TLC desku je 30 ul moci, to znamena, Ze vySetteni lze
provést u mo&i s minimalni koncentraci kreatininu 0,4 mmol.I"". U nanasky vy$si nez 30
pl by dochazelo k rozliti skvrny a naslednd detekce guanidinacetatu by byla ztizend. Na
destiCku bylo nana$eno zaroveni se vzorky moée i 10 pl standardniho roztoku
guanidinacetatu o koncentraci 300 umol.I". Pozice frakci byla porovnana se standardem

guanidinacetatu nanesenym na téZe desce.

4. 1. 4. Vliv interferenci

Kvili mozZnym interferencim bylo na desticku naneseno 10 ul dalSich
standardnich roztokG guanidinovych derivati: L-homoarginin hydrochlorid
(1,2 mmol.I'"), argininojantarova kyselina (1,2 mmol.I"), L-arginin hydrochlorid
(1,2 mmol.I""), nafedénd mo& (0,1 ml mo&e + 0,8 ml demineralizované vody) od
pacienta s argininojantarovou acidurii a roztok standardu guanidinacetatu (300 pmol.I"")
Na destic¢ce se ukazala ¢erveno — oranZova frakce u standardi homoargininu, argininu a

v mo¢i pacienta s argininojantarovou acidurii. Tyto frakce v§ak eluuji v jiném misté nez
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standardni roztok guanidinacetatu.U standardniho roztoku homoargininu byl Rr= 0,38,
kyselina argininjatarovd se Sakaguchiho ¢inidlem nereaguje, u standardniho roztoku
argininu byl Rr= 0,33 a v moc¢i od pacienta s argininjantarovou acidurii byl jR¢= 0,25,

(viz obr. 4. 4.).

GAA

) S
v o 3 T . o re . T
:“‘ Lf":-: ‘Law” "-"‘?“‘ ﬁz‘\:? ]
v e ay & n

Obr. 4. 4. Interference: 1) std roztok guanidinacetat 300 pmol.l”, 2) std homoarginin
1,2 mmol.I", 3) std kys. arginijantarova 1,2 mmol.l", 4) std arginin 1,2 mmol.l"!, 5) mo¢

od pacienta s argininjantarovou acidurii, 6) kontrolni mo¢
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Na dalsi TLC desku bylo naneseno 10 pl std GAA (300 pmol.lI"), n&kolik
vzorkli mo¢i od pacientli s cystinurii, ktefi mivaji ve své moci vyrazné zvySenou
koncentraci argininu a std roztok kreatininu (1,2 mmol.l']). Potvrdilo se, Ze frakce
argininu mé odlisnou hodnotu R¢ = 0,38 a neinterferuje s guanidinacetatem. U frakce
kreatininu se nevytvofila Zadnd barevna reakce, kreatinin se Sakaguchiho ¢inidlem

nereaguje (viz obr. 4.5.).

C < oA

4

ARG

Obr. 4. 5. Interference: 1) std GAA 300 umol/l, 2) mo¢ cystinurie 1, 3) mo¢ cystinurie

2, 4) mo¢ cystinurie 3, 5) std kreatinin 1,2 mmol/l, 6) kontrolni mo¢
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4. 1. 5. Pozitivni vzorek

Déle byla testovana ,,pozitivni“ mo¢, kterd byla pfipravena z fyziologické moci
s normalnim obsahem guanidinacetatu pfidanim standardu GAA v mnozZstvi 1000, 2000
a 4000 pmol.l"', coZ jsou koncentrace otekavané u pacientt s deficitem GAMT. Na obr.
4. 6. je Cerveno — oranzova frakce velmi zfetelnd u ,,pozitivnich mo¢i“ oproti

300 umol.I"" roztoku standardu guanidinacetatu.

GAA

Obr. 4. 6 ,,Pozitivni mo¢*: 1) std roztok GAA 300 umol'l, 2) mo¢ se ptidavkem GAA
1000 pmol™, 3) mo¢ se std ptidavkem GAA 2000 pumol’, 4) mo¢ se std ptidavkem
GAA 4000 umol'l 5) normalni mo¢, 6) std roztok GAA 150 umol'l
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4. 2. Stanoveni kreatinu, guanidinacetatu a kreatininu tandemovou
hmotnostni spektroskopii

Ke kvantitativnimu vyS$etfeni guanidinacetatu, kreatinu a kreatininu bylo pouZito
tandemové hmotnostni spektrometrie. K méfeni byl pouZit tandemovy hmotnostni
spektrometr API 2000 s ionizaci elektrosprejem a piimym nastifikem vzorku (FIA-ESI-
MS/MS).

Vzorky byly pfipraveny na mikrotitraéni desti¢ce s 96 jamkami, do jamek byly
pipetovany vzorky nativni mo¢i spolu s200 ul deuterovanych vnitinich standardd
v methanolu. Koncentrace vnitinich standardti byla pfipravena tak, aby jejich
koncentrace v metanolu byla u guanidinacetatu 50 pmol.l”, kreatinu 100 pmol.l",
kreatininu 500 pmol.l" a jejich mnoZstvi odpovidalo fyziologickému rozmezi [40]. Poté
nasledovalo odpafeni na termoregulacnim bloku pfi teplot¢ 40 °C pod cirkulujicim
vzduchem. Po odpafeni vzorku a vnitinich standardl bylo do jamek napipetovano 100
ul derivatiza¢niho ¢inidla. Poté byla mikrotitraéni desticka pfikryta plastovym
uzavérem a 40 minut inkubovana v derivatizaéni peci pti 60 °C. Po inkubaci
nasledovalo opét odpafeni na termoregulaénim bloku pi 40 °C pod cirkulujicim
vzduchem. Takto pfipravené vzorky byly rozpustény ve 200 ul mobilni faze obsahujici
methanol, acetonitril a kyselinu mravenéi v poméru 1000 : 1000 : 0,4 (v/v/v).

Injektovny objem byl 20 pul vzorku pfi konstantnim prdtoku mobilni faze
50 ul/min. Napéti na kapilafe bylo +5,5 kV a teplota suSictho plynu byla 100 °C.
Analyza jednoho vzorku trvala 3 minuty. V hmotnostnim spektrometru byly sledovany
produkty rozpadu ionti, pfi¢emzZ byly monitorovany nasledujici ptechody: m/z 174 >
101 pro GAA, m/z 176 > 103 pro d,-GAA, m/z 188 > 90 pro kreatin, m/z 191 > 93 pro
ds-kreatin, m/z 114 > 86 pro kreatinin, m/z 117 > 89 pro ds-kreatinin. Doba skenu
jednoho ptfechodu byla jedna sekunda. Intenzity signald kreatinu, kreatininu,
guanidinacetatu a jejich deuterovanych standardi je ukazan na obr. 4. 7. Poméry ploch

pikli mezi analytem a vnitinim standardem byly pouzity ke kvantifikaci.

31



+MRM (6 pairs): 0.302 to 0.704 T T T T TGAADBO31 4. wiff

7.804 GAA —\ / D2'GAA

Ds-CTN
’ \ Ve CTN
6.0e4
5504
5004
CTN — D3-CTN
4084
£ a5
3004
2504
20e4
1.504
1.004
50000
oo 188 1/90 1 19111831 174 11101.0 17611030 114.0/86.0 117.089.0
Q1/Q3 Masses, amu

Obr. 4. 7. Intenzity signalt CT, CTN, GAA, d;-CT, d;-CTN a d,-GAA

4. 2. 1. Ur€eni mnozstvi vzorku moci a doby inkubace

Nejdiive bylo do jamek v mikrotitraéni desti€ce pipetovano automatickou
pipetou 20 pl nativni mo¢i a vzorky byly pfipraveny spolu s deuterovanymi vnitfnimi
standardy pro analyzu. Pii vyhodnoceni hmotnostniho spektra byla nalezena velmi
nizka intenzita signalu, protoze nativni mo¢ obsahuje mnoho dal$ich latek, které snizuji
jeho intenzitu. Proto bylo v dal$im méfeni pipetovano pouze 5 pl moci, coz se ukazalo
jako vyhowvuyjici. Zaznam analyzy vzorku moce je na obr. 4. 8.

Dale byla testovana doba inkubace (15, 30, 40 a 45 minut). Patnactiminutova
doba inkubace vykazovala na hmotnostnim spektru nizkou intenzitu signalu. Optimalni
dobu inkubace pro intenzitu signalu vykazovala desti¢ka derivatizovana 40 minut (viz
obr. 4. 9.). Pii inkubaci, kterd by byla del$i nez 45 minut, by mohlo dochézet k rozpadu

metabolitd. Dalsi pfipravované vzorky byly inkubovany po dobu 40 minut.
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Obr. 4. 8. Zaznam analyzy vzorku moci

intenzita signélu
i
k

15min 30min 40min 45min |
t [min]

Obr. 4. 9. Zavislost intenzity signalu na dobé derivatizace

4. 2. 2. Kalibra¢ni zavislost

K sestrojeni kalibra¢ni zavislosti byla pfipravena sestupna koncentra¢ni fada

standardt o koncentraci 20, 15, 10 a 5 mmol.I"! v demineralizované vodé& a v mo&i pro
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kreatin, kreatinin a guanidinacetat. Déle byl také analyzovén vzorek demineralizoavné
vody, ktery nevykazoval Zadnou intezitu signalu a vzorek nativni moci ktery déaval
nizkou intenzitu signalu, ve fyziologické moci jsou pfitomny vSechny analyzované
metabolity. Koncentrace zasobnich roztoki byla 40 mmol.l'. K jednotlivym
metabolitim byly pfipraveny 1 pfislusné deuterované standardy o koncentraci
20 mmol.I"". Do mikrotitraénich jamek bylo pipetovano 10 pl pfislusného standardu
(CT, CTN, GAA) a 10 pl ptislusného deuterovaného vnitiniho standardu (d;-CT, d;-
CTN, d,-GAA) v koncentraci 5, 10, 15 a 20 mmol.I"". Kalibrace byla provadéna jak
z plochy piku, tak z vy$ky piku. V grafech je uvedena zavislost poméri metaboliti a
deuterovanych standardi1 na koncentraci jednotlivy metabolit v mmol.l", viz obr. 4. 10.
- 4. 13. Vkazdém grafu je uvedena i pfislu§nd rovnice regresni analyzy spolu s

determinaénin koeficientem.

25

2 y=0,0954x
R?=0,9905

CT/A3-CT

0 5 10 16 20 25

¢ [mmol/l]

Obr. 4. 10. Kalibra¢ni pfimka v demineralizované vodé: v grafu je znazornéna zavislost
poméru plochy piku kreatin/ds-kreatin na koncentraci kreatinu v mmol.l"'; koncentraéni

rozmezi 0-20 mmol.I" .
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y = 0,1131x
R? = 0,9999

CTN/d3-CTN
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Obr. 4. 11. Kalibra¢ni pfimka v demineralizované vodé: v grafu je znazornéna zavislost
poméru plochy piku kreatinin/ds-kreatinin na koncentraci kreatininu v mmol.I"’;

koncentra&ni rozmezi 0-20 mmol.I".

2,5

y = 0,0964x
R? = 0,9855

1,5

GAA/d2-GAA

0 5 10 15 20 25
¢ [mmol/l]

Obr. 4. 12. Kalibra¢ni pfimka v demineralizované vod¢: v grafu je znazornéna zavislost
poméru plochy piku poméru guanidinacetat/d,-guanidinacetdt na koncentraci

guanidinacetatu v mmol.I"'; koncentraéni rozmezi 0-20 mmol.1".

35



2 y = 0,0955x
R2=0,9895
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Obr. 4. 13. Kalibraéni pfimka v demineralizované vodé: v grafu je zndzornéna zévislost
poméru vysky piku kreatin/d;-kreatin na koncentraci kreatinu v mmol.l"'; koncentra¢ni

rozmezi 0-20 mmol.l™.

CTN/d3-CTN

25

¢ [mmo/]

Obr. 4. 14. Kalibraéni pfimka v demineralizované vodé: v grafu je znazornéna zavislost
poméru vysky piku kreatinin/ds-kreatinin na koncentraci kreatininu v mmol.I;

koncentra¢ni rozmezi 0-20 mmol.I"".
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y = 0,0953x
2 R? = 0,9793
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Obr. 4. 15. Kalibraéni pfimka v demineralizované vod¢: v grafu je zndzornéna zavislost
vy$ky piku poméru guanidinacetat/d,-guanidinacetat na koncentraci guanidinacetatu

\% mmol.l'l; koncentra¢ni rozmezi 0-20 mmol.1".

y=0,084x+0,1159

1.5 R?=0,0926
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Q
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Obr. 4. 16. Kalibra¢ni pfimka v moci: v grafu je znazornéna zavislost plochy piku
pomeéru kreatin/ds;-kreatin na koncentraci kreatinu v mmol.I"'; koncentragni rozmezi 0-

20 mmol.I'%.
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2 y=0,0874x+0,2183
R%=0,994
% 1,5
Q
3( 1
O
0,5
0 - _
0 5 10 15 20 25
¢ [mmo/l]

Obr. 4. 17. Kalibra¢ni pfimka v moéi: v grafu je znazornéna zavislost plochy piku
poméru guanidinacetat/d,-guanidinacetat na koncentraci v mmol.I"'; koncentradni

rozmezi 0-20 mmol.1™.

3 y=0,1366x+ 02533 'S
R?=0,9613

CTN/A3-CTN

0 5 10 15 20 25

¢ [mmol/]

Obr. 4. 18. Kalibra¢ni ptimka v mo€i: v mo¢i v grafu je znazorn€na zévislost plochy
piku poméru kreatinin/d;-kreatinin na koncentraci kreatininu v mmol.l'l; koncentraéni

rozmezi 0-20 mmol.l™.
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Obr. 4. 19. Kalibra¢ni ptimka v moci: v grafu je zndzornéna zavislost vySky piku
poméru kreatin/ds;-kreatin na koncentraci kreatinu v mmol.I""; koncentragni rozmezi 0-

20 mmol.I"".

2 y=0,0769x + 0,3842
R?=0,9801

0 5 10 15 20 25
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Obr. 4. 20. Kalibra¢ni ptimka v moci: v grafu je zndzornéna zévislost vysky piku
poméru guanidnacetat/d,-guanidinacetdt na koncentraci v mmol.I'; koncentra&ni

rozmezi 0-20 mmol.I".
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Obr. 4. 21. Kalibra¢ni pfimka v moci: v grafu je znadzornéna zavislost vysky piku
poméru kreatinin/d;-kreatinin na koncentraci v mmol.l"; koncentraéni rozmezi 0-

20 mmol.l™.

4. 2. 3. Opakovatelnost, reprodukovatelnost

Opakovatelnost byla uréena opakovanym nastiikem vzorku moce, ktery byl
pfipraven postupem viz. kapitola 4. 2. Celkem bylo provedeno dvacet méteni. Primér,
smérodatna odchylka a procento chyby meéteni z plochy i vysky piku u jednotlivych
metaboliti a jejich pomérd s deuterovanymi standardy jsou uvedeny v tabulce 4. 2.
Chyba opakovatelnosti stanoveni se pohybovala kolem péti procent.

Reprodukovatelnost stanoveni byla uréena opakovanou analyzou vzorku nativni
mo&i a rovnéZ i mo&i obohacené p¥davkem 2 mmol.I" guanidinacetatu. Koncentrace
ptidaného guanidinacetatu v takto pfipravené moci odpovida koncentracim typickym
pro deficit GAMT. Celkem bylo provedeno 10 meéfeni v priabéhu 10 dni.
Reprodukovatelnost se pohybovala s chybou kolem péti procent viz tabulka 4. 3. a 4. 4.,
Hodnoty primeéru, smérodatné odchylky, procenta chyby méfeni a koncentrace
jednotlivych metaboliti vypoéitané pomoci ptisluSnych kalibra¢nich kfivek byly

stanoveny z vysky i plochy piku.

40



Tab. 4. 2. Opakovatelnost nastiiku z plochy a vysky piku u vzorku moce (n=20)

Plocha piku CT/d;-CT GAA/d,-GAA CTN/d;-CTN

primér 45 1,5 3,6

s’ 0,02 0,1 0.2

%o 0,4 44 45

¢ [umol."] 47,2 15,6 31,8
V§3ka piku CT/d;-CT GAA/d;-GAA CTN/d;-CTN
primér 45 1,5 3,6

s* 0,02 0,03 0,1

% 0,4 2,3 1,9

¢ umol I 1471 157 32,6

Tab. 4. 3. Reprodukovatelnost nastfiku z plochy a vysky piku u fyziologického vzorku

moci (n =10)

Plocha piku CT/d;-CT GAA/d,-GAA CTN/d;-CTN

primér 0,6 1,1 1,2
s’ 0,0 0,1 0,1
% 5,6 49 5,0

-4
c[umoli’] &3 11,4 10,6

V§ikapiku  CT/d;-CT  GAA/dGAA CTN/d;-CTN

Primér 1,0 06 22
3 06 0,0 0,1
% 3,9 4,6 43

.
[umol.l ] 91 6,3 19,9
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Tab. 4. 4. Reprodukovatelnost nastiiku z plochy a vySky piku u vzorku moéi s

ptidavkem 2 mmol.I” guanidinacetatu (n=10)

Plocha piku CT/d;-CT GAA/d;-GAA CTN/d;-CTN

primér 1,1 10,5 23

s 5,0.107 5,5.10* 0.1

% 47 38 48

¢[umnol.i"111,5 108,9 20,3

Vyska piku CT/d;-CT GAA/d;-GAA CTN/d;-CTN

primér 1,1 10,8 26

§? 2 1

6,3.10 6,1.10 0.1
% - 5,6 57 47
c| pmold 115 113,3 236
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4. 2. 4. Referenéni rozmezi

Referen¢ni rozmezi bylo uréeno ze souboru 96 vzorkii moci. Referenéni rozmezi
bylo pro guanindinacetat 16 - 588 pmol.I"’, kreatin 26 - 1135 umol.I" a pro kreatinin
303 - 4575 pmol.1™.

Tab. 4. 5. Referen¢ni rozmezi pro CT, CTN a GAA pro metodu MS/MS

c¢CT ¢ CTN ¢ GAA
[pmol.l'] [pmol.I'] [pmol.l"]
pramér 464,0 1802,4 230,7
medisin 416,6 1611,9 232,0
n 62 46 84
min 25,55 302,19 15,53
max 1133,4 4571,2 5868
rOZmezt: 26-M35  303-4575  16-588
min -max

4. 2. 5. Limit detekce a limit kvantifikace

Z hodnot $umu byl uréen limit detekce a limit kvantifikace, viz. tab. 4. 6.
Signaly analyti leZely vysoko nad témito hodnotami. Limit detekce byl urCen jako

trojnasobek signalu $umu a limit kvantifikace jako desetinasobek signalu Sumu.

Tab. 4. 6. Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) pro CT, CTN a GAA

LOD LOQ
[pmol.l"] [pmol.I']

CT 0.60 1.90

GAA 0.22 0.72

CTN 3.60 11.99
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5. Zavér

5. 1. Stanoveni guanidinacetatu metodou HPTLC

Byla testovana a zavedena jednoduché a levna metoda pro subjektivni stanoveni
guanidinacetatu v moci tenkovrstevnou chromatografii, uréend pro selektivni screening
kreatinového deficitu z poruchy GAMT. Tato metoda byla modifikovana. Doba
stanoveni je pfiblizn€ 3 hodiny. Metoda neni specifick4, ale znamé interference nevadi.
Stanoveni guanidinacetatu je indikovano u pacienti s neurologickymi pfiznaky. Tato

metoda neumoziiuje zachyt jinych kreatinovych deficitt (deficit AGAT a CRT).

5. 2. Stanoveni kreatinu, guanidinacetatu a kreatininu metodou MS/MS

V Ustavu dé&diénych metabolickych poruch je zavadéna nova kvantitativni
screeningovd metoda, kterd bude slouzit ke stanoveni vSech tii znamych poruch
metabolismu kreatinu — deficitu GAMT, AGAT a CRT. Metoda je jednoducha, rychla s
dobou pfipravy vzorku pfiblizné tfi hodiny. Doba analyzy jednoho vzorku na
tandemovém hmotnostnim spektrometru je 3 minuty. PouZitd metoda umoZiiuje
automatizaci stanoveni velkych sérii vzorkd. Metoda je specificka pro dané metabolity.
Po zavedeni této metody pfedpokladame zlepSeni zachytu a diferencidlni diagnostiky
pacientli s poruchami metabolismu kreatinu, coZ v nékterych ptipadech umozni cilenou

1é&bu.
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