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Anotace

Prace se zabyva diagnostikou organickych aciduriivodu je vys¥tlen pojem organicka
acidurie. V dalSi kapitole jsou popsany jednotlorganické acidurie a jejich charakteristika.
Nasleduji jednoduché screeningové testy a palkjdi diagnostika jednotlivych acidurii.

V posledni kapitole je pojednano o moznostec¢hyérganickych aciurii.
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Title

Diagnosis of organic aciduria

Annotation

The thesis deals with the diagnosis of organic w@d At the beginning this work is an
introduction to organic aciduria. In the next clemre listed the specific organic aciduria and
their characteristics. Following are simple scragrests and more complex diagnostics. The

last chapter deals with the possibilities of treatirof organic acids.
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Seznam zkratek
APCI
AQC
ATP
BCKA
CBS
DMB
DNA
DNFB
DPE

ESI

FAA

FIA

FID
FMOC - C1
GA
GALK
GC

GC - MS
HILIC
HPLC
LC — MS
MAA
ME
MPA
MR

MS
MS/MS
NDA
NMR
NTBC
OPA
PAH
PEEK

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarban
adenosintrifofat
aminokyseliny s roztvenymietzcem
cystathionifi-syntethasa
1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzen
deoxyribonukleova kyselina
2,4-dinitro-1-fluorbenzen
1,2-difenylethylendiamin
ionizace elektrosprejem
4-fumarylacetoacetasa
pritokova injekni analyza
plamenoy-ionizaini detektor
9-fluorenylmethylchloroformat
glutarova acidurie
galaktokinasa
plynova chromatografie
plynova chromatografie s hmotnostni ddtek
hydrofilni interakni chromatografie
vysokodinna kapalinova chromatografie
kapalinova chromatografie s hmotnostni kidte
methylacetoacetat
2-merkaptoethanol
3-merkaptopropionova kyselina
magnetické& rezonance
hmotnostni spektrometrie
tandemova hmotnostni spektrometrie
naftalen-2,3-dikarboxaldehyd

protonova nuklearni magneticka rezonance

2-(2-nitro-4-trifluoromethylbenzoyl)-1,3¢klohexandion

o-ftaldialdehyd
fenylalaninhydroxylasa

polyetheretherketon



PITC
PKU
PTC
PTH
RIA
RPC
SPE
SPME
TSI
UPLC
uv
UV-Vis

fenylisothiokyanét

fenylketonurie

derivat fenylthiokarbamylu
fenylthiohydantoin
radioimunoanalyza
chromatografie na obracené fazi
extrakce tuhou fazi
mikroextrakce tuhou fazi
termosprej

extréma icinna kapalinova chromatografie
ultrafialovy

ultrafialovy-viditelny



Uvod

Organické acidurie jsou onemaen, kterd jsou geneticky podnima. Tato onemoemi se
dédi nefastji autosomall recesivid. Organické acidurie se projevujitginou u dti,

a pokud nejsou das diagnostikovany, tak kéinsmrti jedince. K vasné diagnostice slouzi
novorozenecky screening, ktery j&R zaveden od roku 1975. Mezi organické acidurié pat
nemoc javoroveho sirupu, isovalerova acidurie, Hegtgpnurie, glutarova acidurie typ I,
galaktosémie a dalSi. NejsgjSimi projevy jsou neurologické obtize s akutni meb
progresivni encefalopatii a na prvni pohled pattyéhaci obtize, Spatnyist a fizny stupé
mentalniho postiZzeni.

Cilem této prace je popsat jednotlivé metody deni organickych acidurii. Jedna se
piedevSim o plynovou chromatografii s hmotnostni kidtea tandemovou hmotnostni
spektrometrii pouzivanouripnovorozeneckém screeningu. Dale je mozno vywgpaknovou
chromatografii s hmotnostni detekci nebo spektoofatrickou ¢i fluorescerni detekci
a v neposledniad kapilarni elektroforézu. V posledni kapitole jsoairgné moznosti &y
organickych acidurii, které spivaji prevazrt v dietnich opdenich.
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Metabolicka onemocréni

Vroce 1908 prvé pouzil vyraz ,metabolickh onemogm*“ britsky léka sir Archibald
Garrod, na zé&klad ¢ty dédicnych onemocEni, alkaptonurie, pentosourie, albinismu
a cysteinurie. V dnesni déhe znamo kolem 900:thto onemockni, ktera pedstavuji asi
15 % tzv. vzacnych metabolickych chorob [1].

Metabolickd onemoami se neobjevuji jen po narozeni, ale i v absgti. Vyskyt
onemocgni v ditstvi je typicky pro fenylketonurii a pro deficittd-CoA-dehydrogenasy
mastnych kyselin sefstdre dlouhymiettzcem. Statisticky se onemagn vyskytuje v poétu

1 nemocny na 10 000 zdravych jedincSouhrn& Ize ftici, Ze incidence vdstvi je

1 nemocny na 750 zdrawnarozenych &i. U dosglych lidi se jedna f@devsim o familiarni
hypercholesterolémii a hemochromatézu. Tato onesmce vyskytuji v incidenci nejmén
1 ze 100 jedint trpicich danym onemoénim. Ve skuténosti ovSem nelzetpsré urit,
kolik nemocnych je, protoze mnoho z nich neni deagikovano [2].

V urgitych etnickych skupinach, jako jsou régad Zidé s pedky ze sedni a vychodni
Evropy, jsou metabolickd onemagn paietnjSi [3]. Mnohem casgji jsou tmito
onemocgnimi postizeni dti v odlehlych vesnicich, v Uzce svazanych komuhita
(nag. Amishové v Pensylvanii) a zemich s malou imigtatiemiady stoleti (nafp Finsko)
[4].

Podstata onemoéni je geneticka, Zjsobena patogennimi mutacemi. Mutace jstitopny

v DNA somatickych a zarodeych burkk pacienta. Pro Kklinicky projev onematn

u pacienta s autosomdlnrecesivnim typem daicnosti je obvykle nutna iftomnost
patogennich mutaci na obou r&miskych alelach fislusného genu. Heterozygoti v tomto
piipads zastavaji nepostizeni, ale jejich néstvi mizeme spolehli& prokazat vySéenim
DNA nebo vyjim&né enzymologicky. U gonosomainrecesivniho typu @licnosti jsou
nemocni hemizygotni chlapci a muzi. Heterozygotukyla Zeny jsou postizeny, pokud se do
vySSi miry inaktivuje zdravy chromosom X. Yipad mitochondrialnich poruch
energetického metabolismu jsosdiEna onemocEni ¢asto autosomaénnebo gonosoman
recesivni, jindy se f¥e vyskytnout maternalniédicnost. U maternalni ali¢cnosti jsou
pienasSéem vzdy matky, kterérpnasi mutaci v mitochondrialni DNA. MitochondrialDiNA
nema tolik kontrolnich mechanisimjako jaderna DNA, proto je riziko vzniku mutaci

relativre vysoké [5].
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Patogeneze

Pricinou onemocéni je hromadni substrat enzymoveé reakce nad blokem, ctiybprodukt
reakce nebo kombinace obaichto mechanisin Obdobné zrny miZeme najit u poruch
transportu latky mezi dwna kompartmenty odtenymi membranou. U dkterych
onemocgni prevazuje ukladani latek. U dalSich onemwdnvznikaji Fiznaky v disledku
chykgjiciho produktu, to je ndjklad u encefalomyopatie s poruchami resfirho fetzce

a snizenou tvorbou ATP. Charakter latek, které yskytuji abnormal&, urcuje klinicky
praibéh i rychlost nastupu ifznaki, zavislost piznaki na vyvolavajicich momentech,
piitomnostei neritomnost morfologickych zem v organech a pak také sarfgmg zpisoby

a moznosti l1&by. Laboratornimi metodami imeme identifikovat dané metabolity a stanovit

aktivitu enzynti, které ji maji nizkou nebo tyto enzymy nejsdib&c gitomny [6].

Klasifikace dédi¢nych metabolickych onemoc#ni

Dédiéné metabolické poruchy aminokyselin — hyperfenylalaninémie, tyrosinémie,
alkaptonurie, homocystinurie, cystinurie, cystinéz@roba javorového sirupu

Dédiéné metabolické poruchy sacharid — galaktosémie, deficit galaktokinasy, deficit
uridindifosfat-4-epimerasy, intolerance  fruktosy, efidit fruktosa-1,6-bisfosfatasy,
glykogendzy

Dédiéné metabolické poruchy purini a pyrimidina — Lesch-Nyhaiiv syndrom, Kelley—
Seegmillev syndrom

Dédiéné metabolické poruchy lysozomi — Tay-Sachsova porucha

Dédiéné metabolické poruchy komplexnich molekul lysosomalni nemoci peroxisomalni

nemoci, poruchy mitochondrialniho energetickéhoatelismu [4].
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Novorozenecky screening

Zakladatelem novorozeneckého screeningu je ppodbbre profesor Robert Guthrie

z Univerzity v Buffalu [7]. ZavedI celkem jednodwah levnou a zarowespolehlivou metodu

pro screeningové vyseni fenylketonurie metodou suché kapky krve naafittim papfe.

Krev se odebira z paty novorozence vpichem [8faB@m 70. let se se toto screeningove

vySeteni rozviji také u nas a pagdje uvedeno na seznam celostatniho screeningového

programu. Vroce 1985 je imxen novorozenecky screening kongenitalni hyporyred

Postupk se pidaly kongenitalni adrenalni hyperplazie, cystitikébza a 9 dalSichadlicnych

metabolickych poruch [9]. Od roku 2016 jsou v semnascreeningovych vygehi

novorozena tato onemocini:

kongenitalni hypotyreéza

kongenitalni adrenalni hyperplazie

cysticka fibroza

fenylketonurie, hyperfenylalaninémie

argininémie

citrulinémie 1. typu

leucin6za, nemoc javorového sirupu

homocystinurie z deficitu cystathionpisynthasy, na pyridoxin nereagujicétbé
homocystinurie z deficitu methylentetrahydrofolétrktasy

glutarova acidurie typ |

isovalerova acidurie

deficit acyl-CoA-dehydrogenasy mastnych kyselistsedre dlouhymietézcem
deficit 3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasy mastnyckedin s dlouhynfettzcem
deficit acyl-CoA-dehydrogenasy mastnych kyselirebni dlouhymietzcem
deficit karnitinpalmitoyltransferasy |

deficit karnitinpalmitoyltransferasy Il

deficit karnitinacylkarnitintranslokasy

deficit biotinidasy [8]

Pro screening tolika onemasni bylo nutno zavést pravidla, a to jiZ od roku 8 @&tovou

zdravotnickou organizaci.

Obecna pravidla pro provedeni celoploSného novoex@eho screeningu jsou:

Chorobu, kterou vySaijeme, musime jagrdefinovat neboli diagnostikovat.
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— Onemocgni musi pedstavovat zdravotrsocialni problém.

— Choroba se vyskytujéasto s incidenci 1:50 000-1:100 000 ve ¥jggh zemich.

— Pokud se zachyti dana choroba, musi byt jejbdézasadni. Opani musi byt
jednoduché, dostupné pro vSechny. Pro lepsi efekjsou vyuzivana specializovana
centra.

- K diagnostice se pouZiva obg&amenany screeningovy test.

— Musi byt umozano podstoupit dany test vSem novoroZengc a to jak z hlediska
ekonomického, tak i po strance orgadida

— Stéle se musi aktualizovatrehodnost a fesnost screeningu [10].

Provedeni novorozeneckého screeningu
Kapilarni krev, odebrana mezi 48-72 hodinami poomani, se nakape na adbvé karty

vyrobené ze specialniho filthaiho papiru (Obrazek 1)

March of Dimes

Obrazek 1 - Odé#rova karta pro novorozenecky screening [11]

Stejnym zjisobem se postupuje i vipact Umrti novorozence, coZz napone k zjistni
priciny smrti. Nekdy je nutny tzv. ,rescreening”, ktery se provatdjisym zpisobem jako
klasicky screening, ale veéku 8.-14. dne po narozeni.éidi se tak pouze za titych
okolnosti, nafiklad @i hmotnosti novorozence nizsi nez 1500 g. Naslegnkarty zasilaji na
dana pracovistk analyzam. Karty ze speciélniho fikrdho papiru mohou byt analyzovany
mnohymi technikami, &etné bakterialniho inhildiniho testu, chromatografickych technik,
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ELISA, FIA, RIA a nejno¥ji tandemovou hmotnostni spektrometrii s ionizdekosprejem
(MS/MS) [12]. Podrobéi budou metody popsany v nasledujicich kapitolach.

Negativni nalez neni oznamovan. ¥fgac nejasneho vysledku je nutno provest rescreening.
Naopak u jashizvySenych hodnot je nutné informovat co tiieje |€kde. VSechny laborate
podéavaji jednou za rok zpravu Ministerstvu zdraiaitth o paitu provedenych screenifg

rescreening a také o fale&npozitivnich¢i negativnich vysledcich [13].
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Organické acidurie

Organické acidurie jsouédicna onemoceni, kterd zfisobuji poruchu intermediélni drahy
sacharid, aminokyselin a oxidace mastnych kyselin [14]. ddsfji se organické acidurie
dédi autosomaldy recesivé [1]. Mezi vyznamné zastupceéchto onemocEni pati
fenylketonurie, isovalerova acidurie a nemoc javélwm sirupu. H¢inou organickych
acidurii je sniZzena aktivita nebo Uplné ztrata emzyi kofaktoru. Metabolickd draha je
zablokovana a netvbse dostatsé mnoZstvi konsmého produktu. Hromadici se organické
kyseliny se ukladaji do tkanéast se vylduje mai [14]. Organické acidurie se projevuji
neurologickymi obtizemi s akutni nebo progresivméedalopatii [15]. Laboratornimi nalezy
jsou ket6za, metabolickd acid6za, nerovnovdha miinera hypoglykémie [16].
Pfi hematologickém vyS&ni nalézame neutropenii, trombocytopenii, anétiiidokonce
pancytopenii [17]. NegsgjSimi symptomy, patrnymi jiZ na prvni pohled, jsoiychaci
obtize, Spatnytist a fizny stupé@ mentalniho postizeni [1]. ¥ eme také pozorovat letargii,
nechutenstvi, opakujici se zvraceni, celkové ,nggir@ni“ [18] a zachvaty, poipad kdma
[16]. Pokud nejsou pacientidéni nebo sprawndiagnostikovani, rize dojit khem rékolika
dni k umrti, nebo se vyviji¢tka encefalopatie. U starSich lidi jsotizpaky fznorodé,
od akutnich zachvataz po chronicky progresivniignaky [16]. \&tSina gezivSich ma trvalé

fyzické nasledky nebo mentalni postiZzekdnmého stup&[15].

Fenylketonurie

Fenylketonurie je &licné autosomath recesivni onemoeni, které pai k organickym
aciduriim. Chybny gen, ktery #pobuje fenylketonurii, je lokalizovan na 12. chreomu
dlouhého raménka. Zeské republice onemocni touto chorobou kolem 1@ za rok.
Fenylketonurie je { véasné diagnoze déelna dietou, diky¢emuz se choroba neprojevi
naplino [19].
Vysoké hladiny fenylalaninu poSkozuji mozkovourtkdaejména v &stvi. Di€ neprospiva
a kolem 6. — 12. gsice ¥ku trpi epileptickymi ke¢emi typu grand mal. ¥ce se objevuji
i nékolikrat deng. Pokud se zmou Kece I&it antiepileptiky, tak nemocny na déu
nereaguje. Nel@na choroba postihuje funkce mozku, a tintisgbi mentalni retardaci
jedince, kterého fiZeme vidt na obrazku 2. DalSimi typickymi znaky jsou koBkizémy
a albinismus [20].

Fxi fenylketonurii je defektni enzym fenylalaninhydgtasa, ktery katalyzuje hydroxylaci

fenylalaninu za vzniku tyrosinu. Ke spravné funKenylalaninhydroxylasy je ptgbny
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kofaktor tetrahydrobiopterin (BHL Pokud neni fenylalanin hydroxylovan na tyrosiak

se spousti tzv. alternativni cesta odbouravaniléaminu, kterd u zdravych jedincneni
aktivni. Alternativni cestou odbouravéani fenylalanvznika fenylpyruvéat a dalSi metabolity.
Vyseteni pro fenylketonurii je sa@asti novorozeneckého screeninguiv® se provatlo
Guthrieho testem. Principem je semikvantitativnkmobiologicka zkousSka, ip které jsou
spory bakterieBacillus subtilis nagkovany do agarového média spolu s kompetitivnim
rastovym inhibitorem §-2-thienylalanin). Tefik filtracniho papiru se zaschlou kapkou krve
pacienta se vklada do média. BakteBiesubtilisjsou inkubovany a je hodnocen jejidist

[21]. V sowasnosti se provadi diagnostika tandemovou hmothsgaktrometrii.

Obrazek 2 — chlapec s néénou fenylketonurii [22]

Galaktosémie

Onemocsini, které se nazyva galaktosémie se projevujeitificgalaktosa-1-
fosfaturidyltransferasy, galaktokinasy a galaktpsaerasy. Uvedené

deficity je mozné detekovatimovorozeneckém screeningu. Onemuwidrse vyskytuje

s incidenci 1:40000-60000. Chybny gen je uémista kratkém raménku 9. chromosomul.
Galaktosémie se projevi hned po narozeni, hroneagékaktosa, ktera se vylije mai

a hlavrgé galaktosa-1-fosfat. Nemocnétdumiraji rekdy rychle a gkdy je pfibéh
onemocgni pozvolny, zatimco u doslych neni péibéh nemoci tak zavazny. Nemoc

se projevuje nesnasenlivosti mléka, zvracenigtSenim jater, Zloutenkou &kdy
mentélnim poskozenim. Viditelnym znakem je zakat&ni ¢ocky, které je zpisobeno
hromaa@nim galaktitolu, coz izeme vidt na obrazku 3. Galaktitol vznika redukci galaktosy
K detekci galaktosémie se vyuZiva Belitletest, kdy se ®ii aktivita galaktosa-1-

fosfaturidyltransferasy [23]. Stanovuji se takédimig galaktosy a galaktosa-1-fosfatu.
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Jedinou moznou dinnou l&bou je dietologické op#ni s vylodenim laktosy (disacharid

tvoreny z glukosy a galaktosy) z jidelki [24].

Obrazek 3 — Kataraktacoi ¢ocky [25]

Nemoc javoroveho sirupu

Nemoc javorového sirupu neboli leucindza je autadoénrecesivni onemoeni podmirgné
defektem spokného komplexu dehydrogenasyoxokyselin odvozenych od aminokyselin
s rozwtvenym rettzcem (BCKA, z angl. Branched-Chain Keto Acids),cieu, isoleucinu
a valinu. Celosgtovy vyskyt je s frekvenci 1:185 000 narozeny¢ti.d

Onemocskni se obvykle projevi kolem prvniho tydne po poroduinemocnych novorozetic
se hromadi v krvi a tkanich leucin a BCKA, roz&§ tzv. leucin6za. Pokud se novorozenci
nel&i, tak se do 48 hodin rozviji ketonurie. Kolem 4.-efhe se objevuji neurologickée
zabarvena mo (obrazek 4) a usdni maz po javorovém sirupu. Tenmtmev se objevuje
v ¢asovém rozmezi kolem 5.-7. dne po porofi.ddemocgni leucindézou je izjma Uplné
nebo casténa dysfunkce enzymového komplexu. Aminokyselinpzagtvenym rettzcem
tvoii kolem 35 % nepostradatelnych aminokyselin veessral Aminokyseliny s rozvenym
fetézcem jsou do buik transportovany specifickymi membranovymi tran$@gr. V buice
dochazi k reverzibilni transaminaci za vzniku odpajicich BCKA (-oxoisokapronova,
a-oxof3-methylvalerovd a a-oxoisovalerova). Vzniklé oxokyseliny jsou spediffm
transportérem ieneseny do mitochondrii [27]. V mitochondriich jsoekarboxylovany

a oxidovany za katalyzg-oxodehydrogenasového komplexu [28]. Koenzymem Keru
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a-oxodehydrogenasy je thiaminpyrofosfat. Podle bémaitké reakce a aktivity enzymového
komplexu, dlime leucin6zu do &i fenotypovych forem: klasicka, intermediarni,
intermitentni, reagujici na thiamin, a s deficitdinydrolipoyldehydrogenasy [29]. Vy3eni

na leucin6zu je také seasti novorozeneckého screeningu.

Obrazek 4 porovnani normalni di¢ ma:i nemocného pacienta s chorobou javorového sir@® [
Tyrosinémie typu |

Tyrosinémie typu | se fize objevit kdykoliv od novorozeneckéhdku az po dosflost a ma
raizné projevy. Rznorodost je mozné dokonce sledovat i m#eny téze rodiny. Incidence
tyrosinémie je 1 na 100000-200000 &inarozenych &i. Tyrosinémie se @i obvykle na
zakladt véku zaatku symptonm, které vyznamé souvisi se zavaznosti choroby:

akutni forma, akutni selhani jataed Sestym rsicem ¥ku;

subakutni forma, jaterni onemdon, neprospivani, koagulopatigiivice a hypotonie mezi

Sestym nisicem a jednim rokemneku;

chronicka forma, chronické onemaon jater, onemoaii ledvin, Kivice, kardiomyopatie po

prvnim roce ¥ku [19]. Di& s chronickou formou tyrosinémietizeme vidt na obrazku 5.

Obrazek 5 — Déts tyrosinémii 1. typu [31]
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Jaterni onemod@ni jsou hlavni fi¢cinou morbidity a mortality u tyrosinémie typu I.
Onemocgni jater se maze projevit jako akutni selhani, cirh6za nebo hegatularni
karcinom. Druhym, nejvice postiZzenym organem, jsedviny. V kojeneckém &ku
se tyrosinémie typu | projevuje zejména zvracenpmijmem, hemoragickou diatézou,
Zloutenkou, edémem a ascitem. Mezi dal$izmaky pati kiece, respirani zastava
a kardiomyopatie.[32].

K lécb¢ tyrosinémie . typu se pouziva 2-(2-nitro-4-trdhomethylbenzoyl)-1,3-
cyklohexandion (NTBC), coz je silny inhibitor 4-hyxkyfenylpyruvatdioxygenasy. NTBC
blokuje degradaci tyrosinu a diky tomu zatuje vzniku toxickych metabofit DalSim
moznymieSenim je transplantace jater u pacienakutnim selhanim jater, kimeodpovidaji
na I&bu NTBC. Kl&b¢ samozejm¢ prispiva dietologické op#gni s omezenim ipmu
bilkovin [33].

Homocystinurie

Homocystinurie se projevuje postizeninti,o kostry, centralniho nervového systému
a vaskularniho systému. Oneme&chse projevuje az v pogdim batolecim &ku, pokud neni
pacient Iéen. Mezi najastjSi postizeni & pati dislokace onich¢ocek, myopie a glaukom.
Typickymi projevy postizeni kostry jsou osteoporggioliéza, nachylnost k patologickym
frakturam a zhrouceni obratl PoSkozeni centralniho nervového systému se pijaev
mentélni retardaci $iznym stupgm zavaznosti. Ve vaskularni systému se vyskytuji
tromboembolické komplikace. Ke komplikacim dochazilach i tepnach po celériée.

P¥icinou onemocéni je porucha aktivity cystathioniprsyntethasy (CBS).
CBS je enzym, ktery se podili vorganismu na&engné methioninu na cystein.
Homocystinurie je &dicnd autosomathrecesivig [34].

Diagnostika homocystinurie sfigd v  screeningovém vy¥ehi mae
kyanid-nitroprussidovym testem nebo se stanovigdiny aminokyselin v plazé Typické
nalezy jsou zvysSené hladiny methioninu, homocysteandisulfidu cysteinylnomocystein.
Diagn6zu je nutné potvrdit molekul&rtiologickym a genetickym vySenim, které nam
prokadze, Ze zvySend hladina homocysteinu nenisafgena jinym é&dicnym nebo
metabolickym onemo@mim, kam nafiklad pati porucha metabolismu kyseliny
methylmalonove.

Lécebnym cilem je snizit hladinu celkového homocystairplazng. SniZeni hladiny
muzeme provéstdkolika zpisoby, podavanim velkych davek pyridoxinu, dietangzenim
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methioninu, podavanim betainu, nebo kombinaceme wzygirgnych moznosti. Na obrazku 6

muzeme vidt jedenactiletou divku s homocystinurii [19].

Obrazek 6 — Jedenactileta divka s homocystinugj [3

Alkaptonurie

Alkaptonurie bylo prvni onemo¢ni definované vroce 1902 Garrodem jaksdidna
metabolicka porucha. Je z&jn¢na deficitem enzymu homogentisatdioxygenasy, kjery
exprimovan hlavé v jatrech a ledvinach. Mienych tkanich se hromadi homogentisat
(obrdzek 7) a jeho oxidovany derivat benzochinot@cetery Gdajs zpisobuje tmavy
pigment.

Alkaptonurie se projevuje jiz v kojeneckéntku tmavnutim mé za g@istupu
vzduchu. Symptomy se vSak objevuji az v dtsgti. Nejvice napadnym symptomem je
postizeni kloub a pojivovych tkani, v pozgBich letech mze byt zjiS¢no vyznamné
postiZeni srdce a urolitiaza.

Alkaptonurie se diagnostikuje testem na redukuftky, ktery vyjde pozitivni diky
nadnérnému vylkovani homogentisatu. DalSi metodou je stanovenarocgych kyselin
plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometkidy se identifikuje a kvantifikuje
kyselina homogentisova. Ke kvantifikaci Ize pouaktéz HPLC [36].

Lécba spadiva v omezeni fijmu fenylalaninu a tyrosinu v digtpodavanim kyseliny
askorbové a NTBC. Bohuzel, zadnyéehto typm |écby nebyl &inny v prevenci pozdnich

Gcinku alkaptonurie.
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Obrazek 7 — Ukladdani homogentisatu [37]

Isovalerovéa acidurie

Isovalerova acidurie je autosomélrecesivni onemoeni s incidenci 1:230 000 a je také
souwasti novorozeneckého screeningu. Isovalerova aeidigr zpisobena nedostateou
aktivitou mitochondrialniho enzymu isovaleryl-Co&td/drogenasy.
Isovaleryl-CoA-dehydrogenasa se nachazi naniniitochondrialni membrén kofaktorem
je flavinadenindinukleotid. Gen pro tento enzynigializovan na 15. chromosomu dlouhého
raménka. Mutace daného genu ma za nasledek neépiévgovani enzymu, coz se projevi
zvySenim hladiny kyseliny isovalerové a od ni oddrozch latek [38].

RozliSujeme akutni novorozeneckou, chronickou mtemtni a potenciatn
asymptomatickou formu. U akutni formy se projevynoei dostavi Bhem dvou tydf Zivota
novorozence. Po narozeni je onemwinbezgiznakové, ale pozjl dit¢ zaina zvracet,
odmita stravu, five byt dehydratované a pa@fdpriejit az do komatu. Charakteristicky
zapach meoe, ktery je pipodohiovan zapachu ,Spinavych ponozek® je agpbeny
nekonjugovanou isovalerovou kyselinou. Pacientgikhejsou léeni, pejdou do kématu,
ktery vede ke smrti. Kbma je @pobené&asto mozkovym edémefi krvacenim do mozku.
Jestlize pacienti s akutni formoureponaji tento stav, tak je neodliSime od padient
s chronickou intermitentni formou. Chronickéa iméentni forma vykazuje mentalni nebo

psychomotorickou retardaci a cholestazu [39].
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Nemoc Canavenové

Nemoc Canavenové je autoson@&lnrecesivni onemoéni. Onemoctni je
neurodegenerativni a ma fatalniulpth. Nemoc Canavenové se&sto vyskytuje mezi
Saudskymi Araby a Zidovskymi ASkenazi.

Pr¥icinou nemoci je deficit enzymu N-acetylaspartatariatiolasy, ktera katalyzuje
hydrolyzu N-acetylaspartatu naaspartat a acetat. Hrontd N-acetylaspartatu je mozné
prokézat ve vSecklesnych tekutinach, a to i v mioa likvoru. V podstat jde o spongiozni
degeneraci s maximem Zmv subkortikalni bilé hmeéta hlubokych vrstvachtky [40].

V literature jsou popsany kongenitalni, infantilni a juvenfimimy nemoci. Infantilni
forma je nejasgjSi a z&ina mezi 2.-4. sicem Zivota neklidem, problémy se sanith p
kojeni a je patrny i nedokonaly zrakovy kontakt.léfo 6. nésice |ze zpozorovat hypotonii
s nedokonalou kontrolou polohy hlavy, makrocefatiékdy s vyrazgjsi fontanelou, jsou
piitomny nystagmoidni pohyby buiba poruchy spanku. & ztraceji dive dosazené
dovednosti (Gswkv). Friblizné u 50 % pacierit se mohou objevit generalizované tonické
a klonické epileptické zachvaty. Po rockuw jsou ati pravdépodobré bez kontaktu s okolim.
K uamrti v disledku interkurentnich infekci dochdazihem prvni dekédy Zivota. Kongenitalni
juvenilni forma se zZ@tkem mezi 4-5 lety &ku. Projevuje se dysartrii a tremorem mikze
a postupt prechazi do spasticity a prohlubujici se demence.

Nemoc Canavenové se diagnostikuje magnetickounaesd (MR) mozku, ktera ukaze
leukodystrofické zrny, ty miZzeme vidt na obrazku 8, MR f¥e prokazat zvySenou
koncentraci N-acetylaspartatu v mozkovychikkach, pak zejména pamN-acetylaspartatu
k cholinu a kreatininu. Diagnostika je zaloZena stanoveni N-acetylaspartatu v &no
metodou GC-MS. ZvySenou koncentradizeme taktéZ prokazat v likvotukrvi [41].

Terapie neni zatimébné dostupna. Touto problematikou se zabywélecky tym

Dr. Paoly Leone z univerzity v New Jersey. Ted&djbu na principu genové terapie.
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Obrazek 8 — Snimek mozku pacienta s nemoci Cangemagnetické rezonance [42]

Glutarova acidurie I. typu (GA)
Makrocefalie, patologicky se &isujici obvod hlavy kojence, neurologick&zmaky, jako je
hypotonie s dominujici poruchou vapovani hlavy, drazdivost, neklid, projevujici seldm
deviti mesial veéku, to jsou typické fiznaky glutarové acidurie. Celkem 75 % z postizényc
jedinax proctla akutni atak poSkozeni mozku obvykieipfekci hornich cest dychacich nebo
gastrointestinalni infekci. DalSimi znaky jsou Z&bkortetiny, krouzivé pohyby rukou
a nohou. Zistane-li porucha nediagnostikovana, tak jsou pestiz dalsi mozkové funkce
(Obrazek 9). Objevuje se generalizovana atrofiekmoktera vede k mentalni retardaci.
Glutarova acidurie (GA) I. typu je #pobena deficitem glutaryl-CoA-dehydrogenasy,
coz je mitochondrialni enzym vyZzadujici flavinadetinukleotid, ktery katalyzuje
dehydrogenaci glutaryl-CoA a naslednou dekarboxyiguatakonyl-CoA na krotonyl-CoA.
U GA I. typu secést hromadiciho se glutaryl-CoA esterifikuje s kamem za katalyzy
karnitinacyltransferasou, coz vede ke zvySeni granacylkarnitiny/volny karnitin v plaz
amai. Pii GA se vylkuje glutarylkarnitin, coz fspiva k sekundarnimu karnitinovému
deficitu [43].

Diagnosticky nejlepSi moznosti je stanoveni kysel-hydroxyglutaroveé v mi.
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Obrazek 9 — Snimek z magnetické rezonance u paaésiutarovou acidurii typu | [44]
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Laboratorni metody pouzivané i diagnostice organickych

acidurii

Organické acidurie jsou znamy teprvekolik desitek let. Vyznamnou uUlohu v diagnostice
organickych acidurii hraji chromatografické metodpiive byly nejpouzivagjSimi
technikami tenkovrstva chromatografie, plynova omatografie a vysokainna kapalinova
chromatografie. Bkteré z &chto metod se pouzivaji dodnes.

Organické kyseliny obsahuji kr@nkarboxylové skupiny dalSi fugki skupiny, jako
hydroxylovou,&i oxoskupinu, pipadré nenasycené vazby. Zadna z nich neobsahuje primarni
aminoskupinu. Pro nedostatek vhodnych analytickyohtod, jsou organické acidurie
diagnostikovany teprve ékolik desitek let. Cilem vyzkumnych pracoviile extrahovat
organické Kkyseliny do vhodného organického rozpalst a nasledh je separovat
a identifikovat. Pro stanoveni organickych kysgBou zapatebi takové metody, které je
dostaten¢ separuji a identifikuji, jsou citlivé a maji Sigpknearni rozsah.

Pro diagnostiku organickych acidurii se jako ekopouZziva ¥tSinou ma&. Davod je
ten, Ze organické kyseliny jsou prakticky bezprahtatky, tedy hladiny v mi jsou vice jak
stonasob# vysSi nez v krevni plazin DalSi metody pro diagnostiku acidurii, ktet@pdaji
v Qvahu, jsou protonova nuklearni magnetickd remoea (NMR), tenkovrstva

chromatografie¢i screeningove testy [45].
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Screeningové testy

Na prvni pohled rizeme vidt, Ze vzorek mee je jinak zbarveny nebo ,jinak" zapacha.

Pro diagnostiku fenylketonurie se pouziva testlsratem Zelezitym. Principem testu je
piidani chloridu Zelezitého k mibpacienta. Pokud se v riovyskytuje fenylpyruvat, tak se
maoc zbarvi zeley, kdyZ neni pitomen, je mo ¢ervenohgda. U novorozencse niize stat, ze
tato metoda nebude fungovati@dem nefunk&nosti testu je vyl&iovani velmi malého
mnozZstvi fenylpyruvatu [46].

Difenylhydrazinovy test se pouZiva k detekebxokyselin, cozZ je dlezité (¥ diagnostice
fenylketonurie a onemoéni javorového sirupu. Pro nizkou specifitu se dfvédnost
chromatografickym technikam, ktera jsou dostjpin Komeené jsou dostupné specialni
testovaci prouzky, kterymi lze semikvantitativstanovit ketolatky. Tento test je nejcitljsi
pro stanoveni kyseliny acetoctové, ale Ize detegtale@ aceton a butanon. Principem je
Legalova reakce, kdy nitroprussid sodny reagujetsléatkami v alkalickém praosdi za
vzniku fialového komplexu.

Kyanidnitroprussidovy test zjisje pitomnost slotenin obsahujicich thiolovou skupinu
(homocystein, cystein). Tento test je vhodny preesgingové vySéeni homocystinurie
a cystinurie. Fale&pozitivni vysledky davajb-penicilamin a N-acetylcystein.

Redukci latek v mé& je mozné zjistit Benediktovym testem. Benethktest je pouzivan jako
jednoduchy test na zjiti piitomnosti redukujicich latek v nio Test se provadi s CugO
a citratem sodnym v alkalickém prissdi. Pokud je Benedikt test pozitivni, tak by o
nasledovat fesrejSi urkeni redukujici latky. MiZzeme pouZit test Uristix nebo Phan papirky,
které @i negativnim vysledku prokazi, Ze redukujici lakmni glukosa. Falesna pozitivita je
obvykle zpisobena vysokymi koncentracemi kyseliny dmee, kyseliny askorbové,

cefalosporiny, ampiciliny a dalSimi Iéky. V tabelt jsou shrnuty screeningové metody [47].
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Tabulka 1 - Souhrn screeningovych metod [47]

Test ‘ Nasledek ‘ Detekce Onemocini

Z4pach Zatuchly Fenylacetat fenylketonurie

vonici po javorovém sirupu 2-oxoisokaproat nemaoc javorového sirupu

2-ox0-3-methylvalerat

Spinavé nohy Isovalerat isovalerova acidémie

koci¢i mos 3-hydroxyisovalerat 3-methylkrotonylglycinurie
test s chloridem modrozelena barva Fenylpyruvat fenylketonurie
Zelezitym Imidazolpyruvat histidinémie

xantureticka kyselina xanthureticka acidurie

piechodna homogentisat alkaptonurie

modrozelena barva

zelenoSeda barva postranniettzec nemaoc javoroveho sirupu
oxokyselin
zelena barva p-hydrofenylpyruvat tyrosinémie, typ 4
test zlata Fenylpyruvat fenylketonurie
s difenylhydrazinem Jzluta 2-oxoisovalerat nemoc javorového sirupu
srazenina 2-oxoisokaproat

2-0x0-3-methylvalerat

4-hydroxyfenylpyruvat  jtyrosinémie, typ 1 a 2

Pyruvat lakt&ni acidoza
test purpurova barva Cystin cystinurie, hyperargininémie
S nitroprussidem Homocystein homocysteinurie
Benediktiv test cihlové ¢ervena glukosa diabetes, Fankoniho
syndrom
hneéda srazenina Galaktosa galaktosémie
Fruktosa intolerance fruktosy,

esencialni fruktosurie

Xylosa pentosurie

4-hydrofenylpyruvat tyrosémie, typ 1a2

kyselina $avelova hyperoxalurie

Homogentisat alkaptonurie
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Plynova chromatografie

Pfi stanoveni organickych kyselin #nich tekutinach metodami plynové chromatografie
je nutné nejprve organické kyseliny extrahovat ysekeného vzorku vhodnym organickym
rozpoustdlem, nefastji ethylacetatem, diethyletherem nebo tetrahydiafiem. Nevyhodou
pouziti tetrahydrofuranu je extrakce dalSich immiicich latek [47]. Fma extrakce je
jednoduchou a rychlou metodou, ktera umoznujennd extrahovat organické kyseliny
a je spojovana s nizkou kontaminaci anorganickyaliatt a fosfafi [48]. Ma vSak tu
nevyhodu, Ze se extrahuje i dowina ¢i glycerol a extrakce polyhydroxykarboxylovych
kyselin je mén i¢inna [49].

DalSim druhem extrakce je extrakce tuhou fazi (SPEngl. solid phase extraction).
Po zavedeni mid do kolony se neutralni a bazické sleniny promyji vodou a nésle&n
se provede eluce organickych kyselin vodnym pyadym acetalovym pufrem. i€d
anionto¥ vyménnou extrakci sefa hydroxid barnaty, kterym se vysrazi velké mmdzs
anorganického fosfatu a sulfatu. Pouziti &latanionto¥ vymeénné pryskyice
diethylaminoethyl-Sephadex, poskytuje vysSi éggbst polargjSich kyselin a vysSi
reprodukovatelnost [50], dale také vysoc&ndou extrakci polyhydroxykarboxylovych
kyselin. DalSi vyhodou je minimalni extrakce ¢owiny a glycerolu. Nevyhodou je gebna
lyofilizace, ktera je alecaso¥ naraina. Krong toho je anorganicky fosfat extrahovan
i po srazeni hydroxidu barnatého, extrakce kysetiipnové a kyseliny akoniové je m€n
acinna uplna dehydratace extrahovanych vi#orkci je obtizna. Extrakce ndovych
organickych kyselin na jednorazovych sloupcich mapfch trimethylaminopropylovou fazi
(silny anioneminny material) byla navrzena sp&t@sti Kumps a spolupracovniky [51].
Organické kyseliny mohou byt také eluovany chlorofem nebo sisi chloroformu,
2-methyl-2-butanolu a ethylacetatu, pigac acetonem. Vyhodou SPE oproti extrakci
kapalina-kapalina je mozna automatizace, zpracowgiho p&tu vzorki najednou a nizka
spoteba organickych rozpouskel [51].

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME) byla poprvé aplikoa v roce 1998 Liebichem a jeho
spolupracovniky [52]. Vyvinuli metodu pro diagndstiorganickych acidurii, kdy organické
kyseliny derivatizovali trimethyloxoniumtetrafludsoratem. B SPME se pouziva
polyakrylové vldkno o tlou¥e 85 pum, z&hoz jsou vzniklé methylestery organickych
kyselin uvolrgny v automatickém davkovavzorka plynového chromatografu na kolonu.
Organické kyseliny jsou takiino derivatizovany ve vzorku mie a neni zapebi Zadné
organickeé rozpoustllo [52,53,54,55].
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Prehled derivatizatnich ¢inidel pouzivanych @i derivatizaci organickych
kyselin

V piipact plynové chromatografie se pouzivaji alkylg acyl&ni a silyl&ni ¢inidla.
Principem alkylace je ipmena organickych kyselin na esteryfedevsSim methylestery.
Vysledny produkt je ménpolarni nez vychozi organicka kyselina, protozévak vodik
je nahrazen alkylovou skupinou. Mezi alkyié ¢inidla pati dialkylacetaly, diazoalkany,
pentafluorobenzylbromidy, benzylbromidy, fluorid riip v methanolu nebo butanolu,
tetrabutylammoniumhydroxid a dalSi. Vyhodou alkides je jejich stabilita. Alkyl&ni
¢inidla mohou byt pouzita samostatnebo ve spojeni s acylami ¢i silylacnimi ¢inidly,
jako je tomu pi derivatizaci diazomethanem. Diazometharripaezi diazoalkany, je vysoce
toxicky a explozivni. B reakci diazometanu s karboxylovymi kyselinami kaji
odpovidajici methylestery, které jsou dale silyloya

Silylace je v plynové chromatografii nejvice powtiou derivatizéni metodou. Silylace je
substiténi reakce, kdy se nahradi aktivni vodik w@dni slodening za trimethylsilylovou
skupinu (TMS). TMS derivaty jsou citlivé na vihkastzneénu teplot. DalSi nevyhodou TMS

derivati je ztizena detekce plamenovou ionizaci, diky leji&avosti [54].

Piehled Zné pouZzivanych silyl&nich ¢inidel
N,O- bis(trimethylsilyltrifluoroacetamid (BSTFA)chle reaguje s organickymi kyselinami,

vznikaji stabilni derivaty.
N,O-bis(trimethylsilyltrifluoroacetamid v trimetlghlorosilanu (BSTFA/TMCS)
Pridanim trimethylchlorsilanu dojde ke zvySeni reakyi samotného BSTFA a je umaoima

derivatizace latek se sekundarni hydroxy- a amimoisiou, které nebylo mozné do této doby
realizovat. Derivaty by ne#ly piijit do styku s vodou, jinak dochazi k hydrolyze TB3\.
N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamid (MSTFA) je nejvice tkavy

z trimethylsilylacetamid, nelze ho pouzit pro derivatizaci ariid sekundarnich amin

N-trimethylsilylimidazol (TMSI) selektivé reaguje s alkoholy a fenoly, ale bohuzel ne

s aminy nebo amidy.
N-tert-butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamid (MTBBEFA) Pri derivatizaci

MTBSTFA se nahradi aktivni voditert-butyldimethylsilylovou skupinou. Tato skupina je
odolrgjSi vici hydrolyze a je vice nez 10 000krat stajiin nez TMS derivaty. Pro zabrém
reakce s alkoholy a aminy je vhodn&dat 1% tert-butyldimethylchlorosilan (t--BDMCS)
[53].
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Acylace
Acylace je typ derivatizace, ve které se aktivniikanahradi acylovou skupinou. Staniny,

které obsahuji aktivni vodik (-OH, -SH a -NH) mohwojt prevedeny na odpovidajici estery,
thioestery a amidy. Acylace zvysSuje stabilitu atalyim, Ze zablokuje reaktivni skupinu.
Vzniklé derivaty jsou mé&hpolarni a vicedgkavé nez vychozi latka, coz se vyuZiva u latek,
jako jsou sacharidy a aminokyseliny. Nevyhodou @aoglje vznik interferujicich deriviat

s latkami, které je vhodné&gx vlastni derivatizaci ze vzorku odstranit. Aéylicinidla jsou
citiva na vlhkost, nebezpra a zapachajici. Mezi acyld ¢inidla pati anhydrid kyseliny
octové, anhydrid pentafluoropropionové kyseliny rdnyalrid kyseliny heptafluoromaselné,
vzniklé derivaty jsou separovany GC a detegovany Mektorem nebo detektorem

elektronového zachytu [57].

Volba vnitfniho standardu pfi stanoveni organickych kyselin metodami plynové
chromatografie

Obecrt je vnitthim standardem latka, kterdA ma podobné fyzikémemické vlastnosti jako
stanovované analyty, ale neni v biologickém vzodai normalnich okolnostifppomna.
NejpouzivagjSimi vnittnimi standardy, pouzivanymtfipgstanoveni organickych kyselin, jsou
propan-1,2,3-trikarboxylova kyselina, 3-hydroxy&flpropanova kyselina [48].

Organické kyseliny jsou din¢ separovany na kapilarnich feklmennych kolonach,
o délce 10-100 m, které jsou pokryté vrstvou polgiumzajig’ujici pruznost kolon, oizném
vnittnim ptiméru, negasgji 0,10 — 0,32 mm a tlodige filmu stacionarni faze, zpravidla
0,20-0,50 um. Fi vybéru kolony je dlezité vzit v potaz délku a {mér kolony

a tloug’ku filmu stacionarni faze. Jako mobilni faze (noplyn) se nejasgji pouziva helium
a stacionarni faze obsahujici 5 % bifenyl- a 9%litwethylpolysiloxan [58]. Pozornost by
meéla byt wnovana i moznému vyskytu enantiorinepro tento Gel je vhodna kolona
s chirdlni stacionarni fazi, ndklad modifikovany cyklodextrin [59].

V piipack, Ze pouzijeme kapilarni kolonu, tak se dogaja davkovani v modu split,
nagiklad v pongru 1:10 az 1:50,ip davkovani 1-2ul vzorku [60]. Riklady chromatograf
muzeme vidt na obrazku 10, kde Sipkami jsou ogmay piky kyselina methylmalonova
a methylcitrat, jejichz hladiny jsou u pacienta etihylmalonovou acidurii zvySene.

Pro porovnani je uveden chromatogratovéka, ktery neni methylmalonovou acidurii
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Obrazek 10 — Chromatogram pacienta s methylamolmmoaciduurii (nahee) a cloveka, ktery netrpi

methylmalonovou acidurii (dole) [61]

Vhodnymi detektory pro detekci organickych kysejgou plameno¥ ionizatni detektor
(FID) a hmotnostni detektor. FID se sklada z océlvysky, do které vstupuje gsmnosného
plynu, vodiku a vzduchu. Na $pe mikrohddku se tato sis spali a stanovované latky
se ionizuji,¢imz je generovan elektricky proud. Elektricky prgadiale zesilovan [58].

Detekce hmotnostnim spektrometrem

Pri stanoveni organickych kyselin metodou GC se kki@tvyuzivaji hmotnostni detektory
s tzv. ,tvrdou“ ioniz&ni technikou, jakou je elektronova ionizace, analge je nejastji
jednoduchy nebo trojity kvadrupol [58].
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Kapalinova chromatografie

Vysokoinna kapalinovd chromatografie je analyticka sefydrmetoda, kde se s sloZzek
roz&kluje na jednotlivé latky na kol@én Acylkarnitiny se separuji iontévvyménnou
chromatografii nebo chromatografii s obracenymefaiz[62]. Samotnou separaci Ize reékrd
do ctyfech kroki. Prvnim krokem je izolace acylkarnitirze vzorku pomoci precipitace
proteini s acetonitrilem nebo metanolem a #&ddi od supernatanu pomoci silikagelové
kolony. Druhym krokem je derivatizace karnitina acylkarnitii pentafluorfenacyl
trifluoromethansulfonatem. i€tim krokem je postupna iont®vyménna chromatografie
nebo chromatografie na obracenych fazich s pounidpokryté kolony C8. Posledni krokem
je detekce pomoci iontové pasti hmotnostniho spseidtru [63]. DalSi moznosti pro
diagnostiku organickych acidurii je isokratickd ikatow-vyménna chromatografie
s UV detekci. Ze vzorku se separuji organické kyged aminokyseliny pomoci kationtové
vyménné chromatografie. Kationtovou v¢mmou chromatografii Ize detekovat tooy
kreatinin a aromatické aminokyseliny i®gdchozi pipravou pomoci iontasvyménné
chromatografie. Obfrakce jsou analyzovany chromatografii na obracbrigzich

Oproti plynové chromatografii je jednodussSiigpava vzork k analyze. ¥tSinou
je vzorek pimo nadavkovan doifstroje pouze po deproteinizaci a filtraci. Nevyhgdou
identifikaénich systém jako je u plynové chromatografie hmotnostni speketr, gitomnost
mastnych kyselin, které neabsorbuji UV a relatidiouhy retenni ¢as [64].

Chromatografie na obracenych fazich

Chromatografie na obracenych fazich (RPC, z anglersed phase chromatography)
je &kinna separni metoda, ktera se pouZziva pro Siroky okruh afalgtezi nimz jsou

i organické kyseliny. Mechanismusleni v chromatografii na obracenych fazich kombkenuj
tiéi interakce, a to interakci analytu s mobilni faxiterakci mobilni a stacionarni faze
a distribuci analytu mezi mobilni a stacionarnii.fé&ejpouzivasjsi stacionarni faze v RPC
jsou chemicky vazané faze, nébuajifadu vyhod, mezi které gadostupnost fazi s velkym
rozsahem polarity a v dostaie cistot, velké aplik&ni pole, rychlé ustavovani raddvaci
rovnovahy a moznost jejich kombinace s vodnymi rnmofmi fazemi, coz usnaaije aplikaci
na biologické vzorky se slozitou matrici (krev, e, md). Vlastnosti chemicky vazané
faze zavisi na druhu a mnozstvi fankch skupin, kterymi jsou n&sgji oktadecylové (C18),
oktylové (C8), butylové (C4}i fenylové skupiny. Klasickym a nejdéle pouzivangoscem

chemicky zakotvené stacionarni faze je silikagéh vysSich teplot dochazi i ke zkraceni
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doby analyzy, coz je velkymiimosem hlavé ve farmaceutickych a klinickych laboréitch,
kde se analyzuji velkd mnoZstvi vzoik6].

RPC se vyuzivafpdevSim pro detekci acylkarnitirea pouziti kolony C8 k odteni
karnitind v lidské plazm. K separaci je nutné pouZzit tgakolonovou derivatizaci
pomoci PPTS, coz umozni UV detekdi R40-260 nm Hblizné¢ 500nasobného zlepSeni
citlivosti by bylo mozné p pouziti 2-(2,3-naftalimino)ethyl trifluoromethamgonat (NETS)

jako fluoresceéniho derivatizaniho¢inidlo [65].

Derivatizace

Organické kyseliny mohou byt stanoveny HPLCiedolonovou nebo postkolonovou
derivatizaci. Redkolonova derivatizace by da sphovat tyto podminky: musi probihat
kvantitativre, ale nemusi probihat rychle, reakce bylanbyt, pokud mozno selektivni
a bez vedlejSich produktmela by probihat za mirnych re&kich podminek (pH, teplota) tak,
aby nebyla nutna tpdseparace vzniklého individuaji pouziti nadbytku derivatizaiho
¢inidla musi byt dofe separovatelné od vzniklych deriva pokud mozno by &o mit jiné
fyzikalné-chemické vlastnosti [66]. fBdkolonova derivatizace vyZzaduje pane velkou
experimentalni natmost a zkuSenost analytického chemika (reproduktvast vysledi).

U postkolonové derivatizai reakce nemusi derivat poskytovat jednémea chemické
individuum, také nemusi probihat kvantitatiymle rozhodujici je dobra reprodukovatelnost
chemické reakce. Postkolonova derivatidareakce musi probihat rychle a reakcézen
probihat za extrémnich podminek (pH, teplota), pduzse nadbytek rea&kiho ¢inidla
a dochazi tak keredovani mobilni fazedsinidlem a dochézi ke sniZenéidnosti separace
vlivem rozmyti chromatografické zony. Samotna reakaize byt neselektivni, vedlejsi
produkty reakce nejsou na zavadu. Postkolonovaaterace neni natma na podminky
separace, nelfose vzorek separuje v negmné podobB. Fi této derivatizaci jsou vysoké
néklady na techniku, protoZe se pouzivaji specialtizeni a reaktory, v nichZ je nutno

provadt fadu operaci, ovSem vyhodou je automatizace pratersvatizace [66, 67].
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Derivatizaéni ¢inidla

1,2-Difenylethylendiamin

1,2-Difenylethylendiamin (DPE) je podobné derivatid cinidlo jako o-fenylendiamin
a pouziva se kderivatizaci oxokyselin, ale také&edaolamiri, kyseliny glyoxalove,
a dopaminu v séru a mio Vznikly derivat fluoreskuje s exci#aim maxima ma kolem

345 nm a emisnim maximem kolem 485 nm.

1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzen a 1,2-diamino&-dimethoxybenzen
1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzen (DMB) a 1,2rdiao-4,5-dimethoxybenzen (DDB)

se pouzivaji pro derivatizaci oxokyselin, vznikirigaty velmi silr¢ fluoreskuiji.

o-Fenylendiamin

Reakce o-fenylendiaminu (OPD) s oxokyselinami pagky vysoce fluoreskujici
2-chinoxalinové derivaty. Derivaty se detekuji pmisni vinové délce 410 nm, exdita
vinova délka je 350 nm. OPD je citlivy naé¢do a mize snadno oxidovat figemz vedlejSi
produkty oxidovaného OPD mohou negadiwvlivnit analyzu, protoZe jeho derivaty eluuji

v podobnych reteimich¢asech jako derivaty neoxidovaného OPD [68, 69].

Dansylhydrazin

Dansylhydrasin je syntetizovan z dansylchloridu oja#terivatiz&ni ¢inidlo pro ketony,
aledehydy. Je vhhodnyndinidlem pro fluorescetni detekci [70]. Derivaty intenzien

fluoreskuji @i excitatni vinové délce 360 nm a emisni délce 510 nm [71].

2.4- dinitrofenylhydrazin

2,4- dinitrofenylhydrazin selwykle pouziva pro detekci pomoci UV-vis nebo flesredni.
Pro identifikaci aldehyil a ketori. Detekce kolem 360 mn a absémp maximum okolo
430 nm [71].

3-nitofenylhydrazin

3-nitrofenylhydrazin slouzi jako derivatigd cinidlo aldehydi a karnitimi, které se pak

detekuji chromatografii na obracenych fazi. Ab&ormaximum maf 225 nm [72, 73].
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Kolony v kapalinové chromatografii

Kolony v kapalinové chromatografii se pouzivaitSmou naptové a vyrabji se z nerezové
oceli nebo skla,ci polyetheretherketonu (PEEKXimzZ je zajiStna velka mechanicka
odolnost. Délka kolony zavisi na sorbentim mensi zrna sorbentu, tim kratsi kolona.
Pro HPLC je typicka napl s velikosti ¢astic 3, 5 nebo 1Qum, u UPLC do @m.
Pti rozdklovaci chromatografii se pouziva chemicky modifikay silikagel kondenzaci
silanovych skupin s dimethylalkylchlorsilanem zaka vazby Si-O-Si-C. Stacionarni faze
je nepolarni, pokud je navazana ,R" skupina alkylesho fenylem. Kolony se poté oznd
pismenem C, jako néjglad C18 nebo C8, kdéislice za pismenem z&iapccet uhliki

v alkylovém tetézci. DalSi moznosti jsou kolony s polarni staciomafazi, kam pat
nagiklad oxid hlinity. Oxid hlinity se primagh pouzivA P separaci nasycenych,
nenasycenych alifatickych uhlovodila separaci polyaromatickych uhlovoidlilPogipad se

pouziva kemiitan haec¢naty (fluorosil), AbOza hydroxyapatit [53].

Hydrofilni interak ¢ni chromatografie — HILIC

HILIC je vhodna pro polarni a hydrofilni latky. Jde specialni typ kapalinové
chromatografie, ktera je jako alternativa pro chatwgrafii s reverzni fazi pro separaci
malych silré bazickych a hydrofilnich latek, které se zadrngikolonach s obracenou fazi
jen velmi malo. Typickd mobilni faze pro HILIC jerganické rozpoustlo (nefastji
methanol, acetonitril, atd.) s malyniiglavkem vody [65]. Aplikace HILIC slouZit@devsim

k separaci acylkarniti kterd byla popsana Liu a kol. za pouziti HILICd&tekci acetyl-
a palmitoylkarnitin v mysi plazén [74]. Fiprava vzorku md& spcaiiva v extrakci

kapalina-kapalina. K samotné analyze pouzivAmerkoil8 a CN [75].
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Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemovou hmotnostni spektrometiii povorozeneckém screeningu poprvé pouzil v roce
1990 Millington[76]. Tato metoda se stala velice &eou ¥ diagnostice a k¢ vrozenych
vad metabolismu. Vzorek se ziska odebranim krevapkk z patiky novorozence.

Z filtra¢niho papiru obsahujici vzorek krve se vyraztikeo priméru asi 3 mm. Cely terk

je vlozen do 96 jamkové polypropylenové mikrotitra destéky [77]. Amino kyseliny,
acylkarnitiny a dalSi latky se extrahuji methanolermgidanymi deuteriovanymi vriibimi
standardy. Stabilni, deuteriované wmit standardy slouzi ke Kkalibraci ¢teni vzork.
Standardy lze také koupit jako hotové kity fklad od firmy MassChrom nebo
Chromsystem a od dalSich firem. Vzorky se derivgitibutylestery nebo nederivatizuji
viibec, ale musi se pouzit ionizace elektrosprejem.

Derivatizované vzorky jsou citlySi a maji lepSi schopnost rozliSovat isobarove
karnitiny. Desttky se vzorky, které obsahuji metanolové eluaty jsa8eny pod proudem
dusiku pi 50 °C po dobu 15 minut. Potom sigda butylchlorid a srs se inkubuje i 60 °C
po dobu 30 minut. Nakonec vzorek rozpustime aceiem a destiku vlozime do
piistroje [78].

V piipac, Ze nepouzijeme derivatizaci, tak metanoloveé gljgdnoduse fevedeme
do 96 jamkové polypropylenové dely, usuSime proudem dusiku a rozpustime mobilii faz
(acetonitrilem). Jako ionizai techniku pouZijeme ionizaci elektrosprejentivie se pouzivali
ionizace FAB a FIB. Tyto metody ionizace se prirdgoouzivaly @i ru¢ni priprav vzorki,

u kterych byl rozpugh ve snési metanol—glycerol s povrchéwaktivni latkou [79]. Vizkozni
smés se umistila na sondu a zasunula se do zdrojeFHBBpak byla odply#éna a ionizovana
ionty cesia. Cely proces trval 3—4 minuty. Vtomsystému malo vizkézni s
glycerol-metanol byla naptma a protékala do ocelové &py, kde byla konstantn
bombardovana zrychlenymi neutralnimi atomy nebo chignymi ionty. Problémem
je prenos, uchovavani vzaik a tekutost. Skut@y pokrok v analyze vzotk piiSel
az s elektrosprejovou ionizaci, ve kter&zm byt udrZzovan kontinualni proudici systém
a vzorky vstikovany do tohoto systému. lonizace elektrosprejsfifeSil prenos i uchovani
vzorka, a navic zlepSil ionizani (Cinnost mnoha acylkarnitihna aminokyselin. Dnes se
elektrosprejova ionizace vyuzivégpevsim v tandemové hmotnostni spektrometrii. FAB/F
ionizace byla fekonana. Vzorky sefipravuji tikrat pro ti samostatné analyzy.

Pro poteby screeningu lze vyuzit tandemovou hmotnostnktepmetrii bez jiné

separéni metody, jako je nd&fklad kapalinova chromatografie. Jedna se o rych@iodu
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(cca 1 minuta pro analyzu jednoho vzorku) s vysokilivosti. [80]. Pro aminokyseliny
je pouzit sken neutralni ztraty m/z 102 s rozsalseimani m/z 140-280. Pro acylkarnitiny
je to prekurzorovy sken m/z 85 srozsahem sniméafai 240-502 v fipad derivatizace
butylestery. Hodnota skenu pro nederivatizovanénakyseliny je nizSi o 46 Da, zatimco
acylkarnitiny jsou stejné jakofipderivatizaci. Kvantifikace acylkarnitina aminokyselin
je dosazeno vyptem pongri iontové hustotyCistych neozn&nych slodenin vzhledem

k jejich ozngenym standaricm [81].
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Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je relatignnovou metodou, vhodnou pro diagnostiku vrozenych
metabolickych chorob. Kapilarni elektroforézou jezmé separovat acylkarnitiny s kratkym
fettzcem a organické kyseliny s kratkytettzcem. Kapilarni elektroforéza se vyzZoge
schopnosti odflovat malé molekuly komplexni matrice bez Upravypnka pred analyzou,
pouzitim malého mnoZstvi vzorku, coZ je vyhodnéskutin jako cerebrospinalni tekutina
nebo krev novorozeiic DalSimi vyhodami jsou malé speba vzorku, moznost detekce v UV
oblasti kolem 200 nm, kde karboxylova skupina almsjer ve svém maximu, dale pak mala
spoteba reaknich cinidel, vysoka rozliSovaci schopnost. Kapilarni kéleforéza
je nejvhodijSi pro stanoveni hladin kyseliny propionové nebavélové, které se metodou
plynové chromatografie stanovuji s obtizemi [82whim nedostatkem je samotny detektor,
kdy vzhledem k velmi malym objeim (nanolitry) neni UV detekce nejvhag$i. Mnohem
lepSi detekci by fedstavovala detekce laserem indukovana fluorescemcéeEm v tomto
piipads je nutna derivatizace vzorku.

Pro dleni malych ioni se pouZziva kapilarni zénova elektroforéza. Kapilaonova
elektroforéza ma dv hlavni slozky, které ovliwji separaci. Prvni slozkou je
elektroosmoticky tok a druhou je elektroforetickdhpblivost. V kapilarach bez neutralni
vnitini vrstvy (kwli eliminaci vlivu zaporného naboje v kapi#d jsou elektroforeticky
i elektroosmoticky tok simultdnni ve vzorku, obwykke elektroosmoticka pohyblivost vysSi
nez elektroforeticka pohyblivost analy zavislosti na kapilarni &é. Rychlost, kterou latky
piijmou uvnit kapilary bude navySena nebo sniZzena podle tolzojsedl kladi nebo zaporé
nabity, v zavislosti na elektrickém poli. VSeob&ae vstikuje vzorek na anada detekuje
se na kato#] protozZe elektroosmoticky tok jde z anody na katod

Priprava vzorku k analyze zahrnuje pouze pokud jenédeceni, filtrace nebo
centrifugace, aby se eliminovaly pevddéstice. Pokud vzorky obsahuji bilkoviny je nutné
je odstranit, protoze by mohly interferovat v kafgl Odstrasni bilkovin se provadi
negastji extrakci SPE na kazetC18, ikdyZ mnohdy se na kolonce zadr&ktaré organické
kyseliny jako je nafiklad laktat. V séru je vySSi obsah bilkovin nemati [83]. V tomto
piipadt se bilkoviny odstrani ultrafiltraci. Polarita jeasadnim parametremiipvybéru
analytické metody pro organické kyseliny s kratkyfettzcem. Vzhledem k tomu,
Ze elektroforeticka mobilitaéthto kyselin smuje pimo kanod a je obvykle vysSi
nez elektroosmoticky tok s#ujici piimo ke katod. NejbdZzrgji pouzivany rezZim

je s gevracenymi polaritami, coz znamena, Ze vzorek jekaan ke katodl a detektor
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je umistn na anod. Fri rezimu gevracenych polarit se pouzivaji kryté kapilary nebo
surfaktantem fidaném v zakladnim elektrolytu jako povrch k pd#iai nebo zvraceni
osmotického toku. Nejpouzivgsi polyakrylamidem pokryta kapilara a kyselina toxa
se stanovuje kapilarou, ktera je pokryta polyvitkdaolem [84]. Pro detekci Ize vyuzit
levngjSi nepokryté kapilary, ale ty oproti pokrytym majalou reprodukovatelnost.
Nejpouzivasjsi je UV detekce a #iti se gimo 200nm nebo niZze. Kyselina orotova
se neii pfi 280 nm. Dalsi moznosti detekce je fie@, kdy pidame do zakladniho
elektrolytu absorgni latku. Touto detekci se detekuji miéabsorbujici karboxylové skupiny
jako negativni vrchol (peak). Obecrije negfima detekce vhod§si nez pima kwili
kontaminovanym nebo slozitym vzdirk jako jsou biologické tekutiny. Volba némého
chromoforu setidi pohyblivosti stanovovanych idnt protoZze nejlepsSi rozliSeni nastava
v momenk, kdy pohyblivost iont v pufru se blizi k hodn&tionta vzorku. Po derivatizaci
muZzeme také pouzit fluoresaam detekci, ale derivatizace organickych kyselikr&kym
fettzcem je velmi narna, kwli nizké reaktivie karboxylovych kyselin ve vad Vhodnymi
derivatiz&nimi ¢inidly jsou: 5-bromfluorescein pro C8 a C11 za ptudrgonového laseru
pii 489 nm a l-pirenyldiazomethan pro dikarboxylowéediny, které maji byt detekovany
pomoci He-Cd laseru. Posledni moznosti je elekenmitkd detekce. Problémem této detekce
jsou velmi malé proudy na koncich kapildrach s kyso nagtim. Ri elektorchemické

detekci se pouZziva grafitova elektroda [85].
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Lécba organickych acidurii
Nékteré z organickych acidurii se¢iévhodnou dietou, i jinych je nutna transplantace
organi, rekteré jsou prakticky netitelné, pacienti se tak dozivaji velice nizkékkw

Lécba fenylketonurie

Cilem l&by fenylketonurie je snizit hladinu fenylalaninukwi. SniZzeni fenylalaninu se
docili dodrzovanim diety. Vifpact fenylketonurie jde o velmiifsnou dietu, musi se omezit
piijem bilkovin. Tohle je prozatim jedind moznostk jaamezit nezvratnému posSkozeni
mozku a rozvoji mentélni retardaceii Hobré kompenzaci dietou Ize docilit toho, Ze: dit
doroste do dosiosti bez vaznych zdravotnich komplikaci. &kterych pacient s PKU se
vyuziva k l€b¢ sapropterin, dalSi moznétgmby I€by jsou ve stadiu vyzkumu nebo maji

negres\wdcivy ucinek [20].

Lécba galaktosémie

V sowasnosti je nejilezitéjSi sowkasti |€by galaktosémie dodrzovani diety bez laktosy
a s omezenimigmu galaktosy. Omezenitigmu galaktosy ve stravzabrauje projevim
akutni toxicity avede k uzdraveni Zivot ohroZujiobvorozenecké krize. Nicmén
dlouhodobym komplikacim galaktosémie nezabranivalmi prisné dieta. ProtoZe galaktosu
piijimame nefastji vazanou v laktose, je zakladem dietribg vyloweni laktosy ze stravy,
coz obnasi viazeni mliéka a médych vyrobKi. Pacienti musi sledovat sloZeni potravin
a vyhybat se potravinam, které obsahuji mléko ekak forme.

PrestoZze novorozenecky screening rapidsnizil umrtnost kojenc s galaktosémii,
dlouhodobé vysledky &by jsou stéle neuspokojivé, protoze sgktarym dlouhodobym
komplikacim neda zabréanit antipnou dietou. Proto se neustale hledaji nov&salpy I&€by
galaktosémie. Jednou z moznosti by mohla byt faohogicka inhibice galaktokinasy
(GALK), ktera zabrani kumulaci galaktosa-1-fosfateniklého jak z exogennich zdtoj
galaktosy, tak i vzniklého endogenni produkci. Kntmo &elu by nEly byt pouZzity
nizkomolekularni inhibitory GALK v kombinaci s dmt bez laktosy s omezenim

galaktosy [86].
Lécba nemoci javorového sirupu

Leucindza je primamh |écena dietou s omezenim bilkovin a speciélni vyzivBpecialni

vyZziva zahrnuje konzumaci létem ugeného mnozstvi potravin pro zvlastnédbné dely,
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které obsahuji aminokyseliny nezbytné prastr a zdravy vyvoj pacienta. Potraviny
pro zvlastni léebné dely jsou pl nebocéstené hrazeny z viejného zdravotniho pojisti
a jsou ¥tSinou objednavany prastnictvim metabolické kliniky. Dieta s omezeninkbilin

spaiva v konzumaci povoleného mnozstvi specialnickatiikovinnych potravin [87].

Lécba tyrosinémie |

Diive se tyrosinémie I. typu d#a dietou s omezenim fenylalaninu a tyrosinu,
bud’ s transplantaci nebo bez transplantace jater.cé¢ 4®92 byl na trh uveden novy Iék
2-(2-nitro-4-trifluoromethylbenzoyl)-1,3-cyklohexdion (NTBC), ktery inhibuje
4-hydroxyfenylpyruvatdioxygenasu. NTBC blokuje odb@vani tyrosinu, a tak brani vzniku
toxickych metabolii. Pacienti, ktd neodpovidaji na &u NTBC a maji podéeni

na hepatocelularni karcinom, podstupuiji transptarjeser [88].

Lécba alkaptonurie

Lécba alkaptonurie sgiva v omezeni iijmu fenylalaninu a tyrosinu. Toto omezeni sniZuje
vylucovani kyseliny homogentisove, ale jelikoZz onemiménje obvykle diagnostikovano
u dosglého jedince, tak dochézi ke komplikaci. Aktuélse zkouSi &inky kyseliny

askorbové i NTBC, ovSem zatim se nejedna o dloube@dtudie [89].

Lé¢ba homocysteinurie

Zakladem léby je snaha snizit celkové hladiny homocysteinu lazm@e na hodnoty
co nejblizsi referetnim hodnotam # zajiS€ni normalniho stu. Hladiny homocysteinu
muzeme snizit mnoha apoby. Nejlepsi Pstup zavisi na podstatporuchy a socialnich
faktorech u konkrétniho pacienta. Kolem 50 % paéienipovida na Ebu peroralg velkou
davkou pyridoxinu. Dale je vhodné dodrzovat digtamezenim methioninu a také podavat
peroral betain v maximalni davce. Betain remethyluje hoyst&in,cimz vziista hladina
methioninu, ale na&ti neni ovlivena patofyziologie choroby. Pokud je dieta zahajena
v novorozeneckém &ku, tak se zabrani mentalni retardaci, je oddaketatek i progres

dislokacetocky a klesa incidencer&i [90].
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Lécba glutarové acidurie

Diky v¢asné diagnostice dokazemi@gbejit postizeni mozku. Ebu mizeme rozdlit do peti
opateni. Prvnim z nich je akutnidéa, ktera musi byt zahajen#ivet, nez dojde k zavaznym
neurologickym  piznalkim. Podavame pacientovi stravu bohatou na sacharidy
a suplementujeme karnitinem. Druhé dpat je peroralni suplementace Kkarnitinu
a riboflavinu. Karnitin by nil byt podavan po cely Zivot.i&ti opateni je dietni, kdy pacient
negijimani lysin, coz minimalizuje vznik malnutric€tvrta je neurologicka lédba, kdy Ize
pouzit klomethiazol u¢fkych gipadi hyperpyrexie, pak anticholinergika na zlepSeni
choreoartet6zy. Poslednim ofgatim je nespecifickd multidisciplinarni g@ kdy se snazime
zapojit pacienta do normalniho Zivota figlad s vyuZzitim specialnich piacovych
programi [91].

Lécba cystinurie

Zakladem |éby cystinurie je dodrZovani vysokéhaivydu tekutin ke edini mai
a alkalizace ke zlepSeni rozpustnosti cystinu. Blogy meli vypit vice nez 3000 ml tekutin
za den. Alkalizace se zdjife podavanim uhditani [92].
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Zaveér

Tato prace se zabyva diagnostikou organickych a€igadnoduchymi laboratornimi testy,
jako je test s chloridem Zelezitym, difenylhydramigi test nebo kyanidnitroprussidovy test,
popipadt Benedikiv test, ale také vice sofistikovanymi metodami, ojaksou
chromatografické a elektroforetické metodyasnymi typy detekci. VSeobeénze tvrdit,
Ze nejpouziva¥)si technikou k diagnostice organickych aciduriipjgnova chromatografie
s hmotnostni detekci. Vyhodou plynové chromatogridi dostupnost knihoverripdetekci
hmotnostnim spektrometrem, coZz u kapalinové chrogmafii s hmotnostni detekci neni
mozné.. DalSi vyznamnou metodou pro diagnostikuamakych acidurii je tandemova
hmotnostni spektrometrie. Tandemova hmotnostni tepaktrie se fedevsSim vyuziva
pii novorozeneckém screeningu vrozenych metabolickydorob. V posledni ¢asti

bakal&ské je pojednano o moznostecthig organickych acidurii.
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