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VySetieni metaboliti pro diagnostiku
dédi¢nych metabolickych poruch

) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Evienie PospiSilovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Rutinni biochemicka a hematologicka vySeti‘eni

VysSetfovani zamétené na dédicné metabolické poruchy (DMP) zacind jiz vySetienim v rutinni
biochemické a hematologické laboratofi.

Pro diagnostiku DMP jsou dulezita zdakladni vysetieni v krvi/séru/plazmé (gluk6za, amoniak,
acidobazicka rovnovaha, anion gap, kreatinin, mo¢ovina, kyselina mocova, aktivity jaternich
a svalovych enzymt, triacylglyceroly, cholesterol, myoglobin, ferritin, krevni obraz,
hemokoagula¢ni vySetfeni) a v moci (redukujici latky, ketolétky).

Selektivni metabolicky screening

U DMP zpiisobenych deficitem enzymu se pfed mistem metabolického bloku hromadi
substrat a za mistem bloku je nedostatek nebo zcela chybi produkt reakce, coz muze byt
vyuzito pro diagnostiku DMP.

Podezieni naur€itou DMP Ize vyslovit nazdkladé stanoveni zvySené koncentrace nebo
naopak sniZené koncentrace (popf. Uplné nepfitomnosti) specifickych metaboliti.

Zakladni laboratorni diagnostika DMP se provadi pomoci rozsdhlé multikomponentni analyzy
télnich tekutin u klinicky vybranych pacientti — tzv. selektivniho metabolického screeningu.
Rozsah selektivniho screeningu je obvykle kompromisem mezi technickou proveditelnosti,
léCebnou nezbytnosti a finan¢ni ndkladnosti.

Podezieni na DMP by mélo byt ovéfeno, nejlépe natrovni enzymu nebo molekularné
genetickym vySetfenim, vyjimec¢né i specializovanym vySetfenim tkang.

VySeti‘ované metabolity a skupiny metaboliti

Selektivni metabolicky screening zahrnuje vySetieni volnych nebo konjugovanych
intermedidti  metabolismu aminokyselin, sacharidii, oligosacharidi, glykosaminoglykanii,
lipidd, purint, pyrimidint a dalSich latek.

Soucasti vySetfeni je i biochemickd interpretace nélezl. Pro spravnou interpretaci by mél byt
biochemik informovan o pacientové stafi, rodinné a osobni anamnéze, stravé, medikaci,
piipadn¢ predpoklddané diagnéze. Biochemik alékai by méli vzdjemné komunikovat
o urgentnosti analyz a podminkach odbéru materidlu pro vySetfeni.

Material
VySetfovanym materidlem jsou nejcastéji tyto télni tekutiny: srdzliva krev, nesrazliva krev,
sérum, plazma, suché kapka krve, likvor, mo¢, sbér moci, popf. jiny material.

Rozdéleni laboratornich metod

Pro 1uc¢inny selektivni screening DMP ve specializovanych metabolickych laboratofich
se pouziva Siroké spektrum metod, riznych co do typu, citlivosti, specifity, technické, ¢asové
a finan¢ni naro¢nosti.

Metody lze rozdélit na kvalitativni, semikvantitativni, kvantitativni a profilové.

Jednoduché alevné testy a metody, napf. orientacni zkouSky moci nebo chromatografie
na tenké vrstvé, maji velky vyznam pro prvni orientaci. Vysoce specifické a extrémné citlivé
metody, napt. plynova chromatografie (GC) nebo vysokoucinnd kapalinova chromatografie
(HPLC), poskytuji rozsdhlé profily metabolitii a pokud jsou tyto metody kombinovany
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS), miiZze byt pro fadu stanoveni dosazeno t€émét absolutni
specifity.



Pouzivané instrumentalni techniky

Z laboratornich technik maji v diagnostice DMP vysadni postaveni separacni metody,
zejména chromatografie (papirovd, tenkovrstvd, kapalinovd, plynovd, iontoménicova)
a elektromigracni techniky (elektroforéza, kapilarni elektroforéza).

V metabolickych laboratofich jsou s vyhodou pouziviany metody vysokotuc¢inné kapalinové
chromatografie s riznymi typy detekci (UV-VIS, diode array, fluorescen¢ni) a kapilarni
plynova chromatografie s plamenové¢ ionizaénim (FID) nebo hmotnostné spektrometrickym
(MS) detektorem. Velkd skupina metod je zaloZzena na spektrofotometrické nebo
fluorimetrické detekci findlniho produktu nebo pribéhu samotné reakce.

Pro diagnostiku DMP na tirovni metabolitd jsou n¢kdy vyuzivany i dalsi specidlni metody
jako jsou napf. radiochemické metody s pouZitim substrtii znadenych izotopy *H,'*C aj., SID
metody (metody isotopového zied'ovani s pouZitim stabilnich izotopa “H, “C, "N aj.),
nukledrni magnetickd rezonance (NMR) nebo v posledni dobé tandemovd hmotnostni
spektrometrie (MS/MS).

Diagnostika DMP je rychle aneustdle se rozvijejici obor, z ¢ehoZz vyplyvd nezbytnost
dynamického laboratorniho pfistupu. PouZivané laboratorni metody by mély byt pravidelné
hodnoceny a nahrazovany novymi, modernéjsimi, které poskytuji lepsi informace. S rozvojem
oboru souvisi i kontinudlni vzdéldvani pracovnikil laboratofi.

Seznam vySeti‘eni metabolitii

Kvalitativni a semikvantitativni metody

2-oxokyseliny dinitrofenylhydrazinovy test leucinéza
(DNPH)

Redukujici latky Benediktova zkouska galaktosémie, esencidlni
(galaktodza, fruktdza, glukéza, fruktosurie, intolerance fruktézy,
kyselina homogentisova, alkaptonurie, diabetes mellitus,
salicylaty aj.) Fanconiho syndrom aj.

Disulfidy Brandova zkouska cystinurie, homocystinurie,

s nitroprussidem (cystin, glutathionurie, generalizovana

homocystin, glutathion, nékteré | hyperaminuacidurie, Fanconiho
1éky a dalsi disulfidy a trioly) syndrom

Fenylpyruvat Fgllingova zkouska s FeCl; fenylketonurie
(fenylpyruvat - lahvove zelené
zbarveni),

ruzné zbarvené komplexy

u fady jinych sloucenin

Thiosirany zkouska s jédem a azidem deficit sulfitoxiddzy
sodnym a molybdenového kofaktoru
SiFicitany zkouska diagnostickym deficit sulfitoxiddzy
papirkem v Cerstvé moci a molybdenového kofaktoru
Glykosaminoglykany | zkouska s azurovou modi{ mukopolysacharidézy
(mukopolysacharidy)
Kvantitativni vySetieni
Glykosaminoglykany | spektrofotometrie mukopolysacharidézy,
(mukopolysacharidy) | dvourozmérna elektroforéza, polysulfatdzovy deficit
TLC
Sacharidy TLC poruchy metabolismu galakt6zy
a fruktozy
Laktat a pyruvat spektrofotometrie laktatové acidozy




3-hydroxybutyrat
a acetoacetat

spektrofotometrie

poruchy ketogeneze a ketolyzy

Karnitin (volny,
acylovany, celkovy)

radiochemicka metoda

poruchy metabolismu

s hromadénim acyl-CoA

susp. primarni nebo sekundarni
karnitinovy deficit

kontrola pacientii

na nizkobilkovinné dieté nebo
na suplementaci karnitinem

Kyselina orotova

spektrofotometrie
HPLC

heterozygotie pro deficit OTC
poruchy cyklu mocoviny
porucha pyrimidinového
metabolismu

allopurinolovy test

Galaktéza
galaktoza-1-fosfat

HPTLC

poruchy metabolismu galaktézy

Galaktitol

GC

poruchy metabolismu galaktézy

Celkovy homocystein

HPLC

homocystinurie
hyperhomocysteinémie
kontrola pacientl na dieté

Sfingolipidy

HPTLC

Fabryho choroba, metachromaticka
leukodystrofie, prosaposinovy
deficit, deficit proteinového
aktivatoru B, polysulfatizovy
deficit, Farberova choroba

Kyselina sialova

fotometrie

porucha transportu kyseliny
sialové Salla disease

ISSD (Infantile sialic acid storage
disease)

sialurie

Profilova vySeti‘eni

Aminokyseliny

papirova chromatografie
automaticky analyztor
aminokyselin

hyperamonémie
aminoacidopatie

porucha energetického
metabolismu

nefrolitidza

Fanconiho syndrom
epilepticka encefalopatie
kontrola nizkobilkovinné diety

Organické kyseliny

GC/MS

MoV

metabolické krize z nejasné piiciny
(metabolicka acidoza,
hyperlaktacidémie, hypoglykémie,
ketonémie, neonatalni ketonurie,
hyperamonémie atd.)

klinické projevy systémové
intoxikace

organické acidurie
aminoacidopatie

poruchy oxidace mastnych kyselin
porucha energetického




metabolismu

hepatopatie

neurologicka nebo
neuromuskuldrni onemocnéni
epilepticka encefalopatie
multisystémova onemocnéni
monitorovani kompenzace
onemocnéni

Velmi dlouhé mastné | GC peroxisomélni onemocnéni
kyseliny (VLCFA)
a kyselina fytanova
Acylkarnitiny MS/MS organickd acidurie
poruchy oxidace mastnych kyselin
hypoglykémie
Oligosacharidy TLC susp. stiddavé lysosomalni

ruzné druhy detekce
ruzné vyvijeci soustavy

onemocnéni ze skupiny
glykoprotein6z

Puriny a pyrimidiny

HPLC

poruchy purinového nebo
pyrimidinového metabolismu
neurologickd onemocnéni

z nejasné priciny

nefrolitidza, rendlni poSkozeni, dna
anémie, imunodeficit

monitoring 1éCby alopurinolem

Pteriny

HPLC

hyperfenylalaninémie
porucha neurotransmiterti




Chromatografie
) Petr Chrastina
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Chromatografie je analytickd metoda, kterd umoZziuje rozd¢lit smés latek na jeji jednotlivé
slozky. Napfiklad ropa neni jednoduchd sloucenina, ale smés tvofend organickymi
slouCeninami s tak podobnymi chemickymi vlastnostmi, Ze jejich oddé€leni a identifikace
obvyklymi analytickymi postupy neni mozné. Jednotlivé slozky umoznila oddélit teprve
chromatografie. Bylo tak zjisténo, Ze v ropé je obsaZeno pfiblizn¢ 600 rtiznych sloucenin.
Chromatografie ma mezi ostatnimi analytickymi metodami zcela ojedinélé postaveni, protoze
nam dovoluje stanovit stovky latek v jediném vzorku a oddélit je od sebe bez jejich naruSeni.
Pouze s pouzitim chromatografie se podafilo odhalit sloZzeni mnohych pfirodnich latek
a izolovat uc¢inné slozky z biologického materidlu a objevit mezi miliardami atomi einsteinia
jen nekolik atomi do roku 1955 nezndmého mendé€levia.

Chromatografie je separacni metoda zaloZzend na postupném ustavovani tfady fazovych
rovnovah soucdsti analyzované smesi mezi dvéma popf. i vice fazemi, které jsou vici sobé
v pohybu. Jedna faze, zvana stacionarni, je umisténa v kolon¢ (resp. ve vrstve), druhd, kterd
unasi separované latky loZem stacionarni faze, je faize mobilni. Pfi styku stacionarni i mobilni
faze sdé€lenymi latkami dochdzi k vzdjemnym interakcim, které jsou zdkladnim
predpokladem pro jejich tspéSnou separaci.

Chromatografické metody (tabulka 1) mizeme délit podle tif hledisek:

1. podle skupenstvi mobilni faze

kapalinova chromatografie - mobilni faze je kapalina

plynova chromatografie - mobilni faze je plyn

2. podle typu vzajemnych interakci

adsorpéni chromatografie - déleni je zaloZzeno na rtzné adsorbovatelnosti délenych latek
na dany adsorbent

rozdélovaci chromatografie - déleni se uskutectiuje na zdkladé rtzného rozdélovaciho
koeficientu délenych latek mezi faizemi

iontové vyménnd chromatografie - rozdélovani je dino vyménnou iontii z kapalné mobilni
faze za ionty vdzané na tuhém meénici iontil (ionexu)

gelovd chromatografie - déleni se uskuteciiuje na zdklad¢é razné rychlosti prichodu rozli¢né
velkych molekul jednotlivych latek vysoce poréznimi gely nékterych polymert

afinitni chromatografie - d€leni se uskuteciiuje na zdklad¢ interakci délené latky se skupinami
¢i molekulami zabudovanymi do syntetické molekuly matrice

3. podle zpiisobu provedeni

kolonovd chromatografie - staciondrni faze je umisténa v kolong

sloupcova chromatografie - sloupec staciondrni faze je umistén v koloné s velkymi rozméry
(zejména s velkou Sitkou), kde tok mobilni faze je ddn pouze gravitacni silou

chromatografie v plochém provedeni (papirovd a tenkovrstvd) - k separaci latek dochdzi
pti prichodu rozpoustédla chromatografickym papirem ¢i vrstvou sorbentu

4. podle sloZeni mobilni faze

isokratické déleni - mobilni faze ma po celou dobu déleni stejné sloZzeni

déleni s proménlivym sloZenim mobilni fize - obvykle se nékteré slozky analyzované smési
nejprve zachyti na staciondrni fazi a ostatni slozky se mobilni f4zi vymyji, potom se méni
sloZeni mobilni faze (postupné nebo skokem) a jednotlivé slozky smési se postupné vymyvaji
z kolony.




V klinické biochemii jsou chromatografické metody Siroce vyuZivany. Zejména se vyuziva
plynova chromatografie na kapilarnich kolondch a vysokoucinna kapalinovd chromatografie
(HPLC). Tyto metody ve spojeni s hmotnostni spektrometrii jsou vyuzivany jako absolutni
(definitivni) metody. Piiklady metod atypl chromatografie vyuZivané pro diagnostiku

dédi¢nych metabolickych poruch jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 1. Pfehled chromatografickych metod
o Separacni
tly,[Obllm Stacionarni | echanismus Chromatografickd technika
aze faze

a funkce
rozdélovani,

plyn kapalina rozdéloyaci plynovd rozd€lovaci chromatografie (GLC)
rovnoviha
adsorpce, adsorpcni . - .
oterma plynova adsorpcni chromatografie (GSC)

tuha latka
sitovy efekt p}ynova chromatografie na molekulovych
sitech

kapalinova rozd¢€lovaci chromatografie
rozd¢lovani, (LLC)
rozdélovaci
rovnoviha papirova a tenkovrstvd chromatografie (PC,

kapalina TLC)
kapalina gelova permeacni chromatografie (GPC)
sitovy efekt ]

(tenkovrstva chromatografie na gelech)
adsorpce, adsorpént kapalinova chromatografie adsorpcni (LSC)
1zoterma tenkovrstva chromatografie (TLC)

tuha latka 10,n tovva meena, . iontov€ vyménnd chromatografie (IEC)
vyménna rovnovaha
biospecificka e .
chemické reakce afinitni (bioafinitni) chromatografie

Tabulka 2. Chromatografické metody v diagnostice dédi¢nych metabolickych poruch

Metabolity Chromatograficka technika
Organické kyseliny ] ) ] ‘
VLCFA plynova rozdélovaci chromatografie
Aminokyseliny iontové vyménnd chromatografie
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Sacharidy

dvojrozmérna tenkovrstevna chromatografie

Galaktéza

Galaktdza-1-fosfat . .
Oligosacharidy tenkovrstva chromatografie
Guanidinoacetat

Puriny a pyrimidiny vysokotcinnd kapalinova chromatografie
Aminokyseliny papirova chromatografie
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Plynova chromatografie
) Zdenék Cdnsky, Petr Chrastina
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Plynova chromatografie (GC) je chromatografickd separacni metoda, zaloZend na rozdilu
v distribuci latek mezi dv€ nemisitelné fize — mobilni a staciondrni. Staciondrni faze
je obsazena v koloné a mobilni faze je nosny plyn, ktery se pohybuje skrz nebo podél
staciondrni faze. Jako nosné plyny se nejcastéji pouzivaji vodik, dusik, helium, argon. Pfi
volbé& nosného plynu se uvazuji nasledujici faktory: viskozita, Gi¢innost, €istota, reaktivita, typ
pouzivaného detektoru a cena plynu.

Zavislost vysky teoretického patra na primérné linedrni rychlosti pro dany typ nosného plynu
1ze ziskat z van Deemterovych grafi.

Plynovy chromatograf

Ptistroj se skladd z ddvkovaciho zatizeni, chromatografické kolony, kterd je umisténa
v termostatu, detektoru a systému na zpracovani dat (napf. integritor, zapisovac). Stanoveni
se provadi pfi konstantni teploté, nebo podle daného teplotniho programu.

Davkovaci zafizeni neboli injektor musi spliovat nasledujici pozadavky: vzorek vstupujici
na kolonu musi mit co nejmensi objem, nesmi dojit k rozkladu vzorku v injektoru béhem
odpafeni, signdl rozpoustédla nesmi ovliviiovat plochu signdlt analytd. Soucdsti injektoru
muze byt sklenénd vlozka (liner, glass insert), ve které dochdzi k odpafeni vzorku
a ke sprdvnému promichéni par vzorku s nosnym plynem, a ve které se také zachyti net€kavé
latky. Septum oddé€luje prostor injektoru od vné€jSitho prostoru a pfes septum se pomoci
injekeni stifkacky s jehlou provadi nastrik vzorku.

Splitovani je technika ndstiiku, pfikteré je smés vzorku anosného plynu v injektoru
rozdélena na dvé nestejné Casti - mensi Cast vstupuje na kolonu, veétsi ¢ast odchazi do odpadu.
Splitovaci pomér zavisi na relativni velikosti pritokid splitovacim ventilem a kolonou a lze
jej vypocitat podle nasledujicitho vztahu: (pratok splitovacim ventilem + pratok
kolonou)/pratok kolonou.

Nastrik bez splitu (splitless injection) se pouZiva pii stopové analyze nebo pro analyzu smési
latek, které se vyrazné liSi v bodu varu.

Kolona je umisténa v peci, kterd je temperovdna na urcitou teplotu. Teplota je dillezita
proménnd v plynové chromatografii. Pokud je teplota kolony b&hem analyzy vzorku
konstantni, jednd se oizotermdlni analyzu. Naproti tomu pro analyzu vzorkl
multikomponentnich smési latek srozdilnymi body varu je vhodné pouzit teplotniho
gradientu. To znamena, Ze teplota kolony béhem analyzy se bude ménit podle vytvoreného
teplotni  programu. Vyhodou pouziti teplotntho gradientu je zlepSeni tvaru
chromatografickych pikti (zdZeni signdlu, vyssi citlivost) a vyrazné zkraceni doby analyzy.
V plynové chromatografii 1ze pouzit dva typy kolon: néplinové kolony a kapilarni kolony.

Detektor - vétSina plynovych chromatografi vyuziva plamenové ioniza¢niho detektoru (FID
- flame ionization detector). Sklad4d se z ocelové trysky, do které vstupuje smés nosného
plynu, vodiku a doplikového plynu. Na Spicce mikrohotdku dochédzi v proudu vzduchu
ke spéleni této smési na ionty, které se sbiraji na polarizovanych elektrodach a generuji proud,
jenZ se zesiluje a pfeddvd na zapisova¢. Proudové pozadi je mezi 10"° a 10" A, zatimco
proud generovany po spdleni solutl je v rozmezi 10" az 10° A. Pfesny mechanismus
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plamenové ionizace neni zndm. Nicméné¢, jeji tcinnost je dostatecnd pro to, aby se dosahlo
vysoké citlivosti a linearity signdlu. FID nedetekuje anorganické latky, avSak vétSina
organickych latek poskytuje odezvy umérné obsahu uhliku a vodiku v analytu. Prvni latky
ur¢ité homologické fady nebo slou€eniny s velkym obsahem kysliku ddvaji obvykle na tomto
detektoru snizenou odezvu. FID vyuzivd tfi plyny: dopliikovy plyn, vodik a vzduch.
Nastaveni pritoku vodiku a vzduchu je velmi dulezité a musi byt provedeno is ohledem
na nosny plyn. Maximadlni linearity a citlivosti se dosahuje pfi optimalnim poméru doplikovy
plyn/vodik. Odchylky od optimalniho poméru maji za nésledek nestabilni plamen a velky
Sum.

Zaznam chromatografu - vysledny proudovy signdl se pfevadi na napétovou odezvu.
Chromatogram se potom ziska jako graficky zdznam zdvislosti napétové odezvy na Case.
Ze ziskanych chromatogramt 1ze vyhodnotit reten¢ni parametry jednotlivych signall, plochy
a vysky pikt atd.

Kvalitativni analyza - chromatografie je separaéni metoda ajako takova neposkytuje
informace o struktufe latek ve vzorku. Pii kvalitativni analyze v chromatografii se identifikace
analytu provadi na zaklad€ srovnani retencnich dat analytu a standardu. Reten¢ni data analytu
odréazeji specifické interakce analytu se staciondrni a mobilni fazi. Napf. retenCni Cas lze
povazovat za specifickou vlastnost analytu v daném chromatografickém systému, a tedy
reten¢ni Casy mohou slouzit jako prostiedek proidentifikaci latek v daném
chromatografickém systému.

Je vSak nutno si uvédomit, Ze retencni ¢as neni nemeénnou vlastnosti analytu, ale je dasledkem
jeho retence v daném systému, pfi¢emz zmény chromatografického systému zpiisobuji zmény
retencniho Casu. T€Z je jasné, Ze retencni Cas sim o sob& nemiiZe slouZzit k identifikaci daného
analytu aZe bez pfedchozi CasteCné znalosti vzorku se retencni Cas nedd obecné pouZit
pro identifikaci latek. Z toho vyplyva, ze 100% identifikace v chromatografii neni mozna.
Existuje vzdy pfedpoklad o identité, ktery zavisi na pfedbéZzné znalosti analytu, efektivnosti
systému a pouzité identifikacni metode¢.

Kvantitativni analyza - vySka nebo plocha chromatografického piku pfislusejici dané
komponent€ jsou méfitkem mnozstvi této komponenty ve vzorku. Za predpokladu linearni
odezvy detektoru je plocha ¢i vySka piku imérnd mnozstvi latky. To umoZiuje urcovat
mnoZstvi ¢i koncentraci dané latky v nezndmém vzorku na zdkladé pouZiti vzorku dané latky
o znamém mnozstvi ¢i koncentraci, tzv. standardu.

Kvalita kvantitativni analyzy je predevSim ovlivnéna piipravou vzorkli, spravnou funkci
pfistroje a kvalitou zpracovani dat, s ¢imz také souvisi spradvnd volba kalibra¢ni metody.
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Kapalinova chromatografie
) Josef Bdrtl, Jakub Krijt
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Chromatografie je fyzikdlné-chemickd separacni technika vyuzivajici déleni analyt
ve smési na zdkladé jejich rozdilné distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi.

Podle experimentédlniho uspofdddni, mechanismu separace, druhu mobilni a staciondrni faze
se rozliSuji rizné druhy chromatografii.

Kapalinova chromatografie (LC) jetakovy systém, vnémZ je mobilni fazi kapalina
a stacionarni fazi pevna latka (LSC) nebo nemisitelnd kapalina zakotvena na pevném nosici
(LLC).

Podstata déleni analytii ze smési:

1. rozdilné analyty maji rozdilnou afinitu ke staciondrni fazi;

2. rozdilné analyty podléhaji rozdilné distribuci mezi stacionarni a mobilni fazi;
3. rozdilné analyty jsou rozdiln€ retardovany a tedy rozdiln€ eluovany.

Podle experimentdlniho uspofadani kapalinové chromatografie je historicky star$i systém
sloupcové techniky, kdy je mobilni faze spolu se smési analyti za pouhé asistence gravitace
promyvana pres vertikalni sloupec sorbentu, na jehoZ povrchu dochazi k separaci.

Druhou moZnosti je instrumentalni technika vysokoucinné (vysokotlaké) kapalinové
chromatografie (HPLC), kde k separaci dochdzi stejnym zplisobem, ovSem za pomoci
tlakového Cerpadla, které zajistuje kontinudlni priitok mobilni faze pfes kolonu za vysokych
tlaka.

Podle mechanismu separace se dd LC rozdé¢lit na adsorpéni (LSC), rozdelovaci (LLC),
iontové vyménou (IEC) a gelovou permeacni (GPC).

Dalsi moZnosti, kde se jako mobilni faze vyuziva kapaliny, je tzv. planarni chromatografie.
Jedna se o papirovou chromatografii (PC) a chromatografii na tenké vrstvé (TLC).

HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Jednd se o nejcastéjsi aplikaci v instrumentdlni analytické chemii. Tato metoda je dostate¢né
robusni a poskytuje reprodukovatelnd data. Lze ji aplikovat na Siroké spektrum analyt
v zévislosti na druhu detekce.

HPLC lze podle chemické povahy mobilni a staciondrni faze rozdé¢lit na dva zdkladni druhy:
1. chromatografie s normalnimi fazemi (NP-HPLC)
staciondarni faze je polarni (silikagel) a mobilni faze je nepolarni (napf. pentan, hexan,
chloroform)
2. chromatografie s obracenymi fizemi (reverznimi) fazemi (RP-HPLC)
staciondrni faze je nepolarni (modifikovany silikagel) a mobilni faze je polarni
(napf. metanol, acetonitril, voda).
Uvadi se, Ze tato technika tvoti zhruba 80 % vSech HPLC aplikaci.

Ucinnost separace z4visi na druhu pouZité kolony, kterd musi byt kompatibilni s analyty.
Podobn¢ diilezZit4 je spravnd volba mobilni faze a adekvatné zvoleny zptsob detekce.

Separaci Ize ovlivnit n¢kolika zplsoby. DileZité je pH systému, které ovliviiuje formu, v jaké
se analyt nachdzi. Dale 1ze korigovat pritok mobilni faze, teplotu béhem separace, detekcné
neaktivni latky lze podrobit derivatizaci apod.
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Velmi dulezité je optimédlné nadefinovat zptisob eluce.

V HPLC se rozliSuji dva zplsoby eluce:

1. izokraticka eluce — proces, pii kterém se béhem celé analyzy neméni slozeni mobilni faze
(staci jeden zasobnik mobilni faze)

2. gradientova eluce - béhem analyzy se méni podle matematicky nadefinovaného profilu
sloZeni mobilni fidze (nutnost mit vice Cerpadel a systém schopny michéani fazi (velmi
ucinny néstroj pro ladéni metody).

Chromatogram poskytuje jak kvalitativni informace (retenni Ccas), tak informace
kvantitativni (plocha a vySka piku).

W Vv

analyzované latky.
V nésledujici tabulce jsou uvedeny fyzikdlni veliiny, na zdklad¢ kterych volime detek¢ni
systém:

Veli¢ina Typ detektoru

Absorpce zareni Fotometrické (UV, VIS, IR, DAD)
Index lomu Refraktometricky

Fluorescence Fluorimetricky

Elektrolyticky proud Polarograficky

Elektrickd vodivost Vodivostni

Permitivita Kapacitni, permitivitni
Elektrodovy potencidl Potenciometricky (Pt, Cu, ISE)
Ioniza¢ni proud Transportni plamenoioniza¢ni
Radioaktivita Radiometricky

Rozptyl svétla ELS (evaporative light scattering )
M/Z Hmotnostni

Soucasny trend v oblasti HPLC jde smérem k urychleni a zefektivnéni analyzy.

Objevuji se mechanicky i chemicky stabilni kolony se zrny pod 2 wm, které vyzaduji vysoké
pracovni tlaky. Analyzy jsou pak podstatné rychlejsi a zvySuje se separa¢ni tcinnost. Zaroven
klesaji i ndklady spojené s provozem.

Velké spektrum nabizenych kolon velmi rozsitilo oblast aplikaci HPLC v analytické chemii.
HPLC seuplatiiuje napiiklad v analyze aromatickych uhlovodikl, polycyklickych
uhlovodikii, fenoll, sacharidi, karboxylovych kyselin, aminokyselin, lipid, anabolik,
steroidil, katecholamint, organickych pesticidu atd.

V nasi laboratofi pouzivime HPLC pro stanoveni profilu purinovych a pyrimidinovych

derivati v moci, plazmé a likvoru. Také vyuzZivdme aplikace pro stanoveni homocysteinu
v plazmé (séru) a pterini v moci.
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Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
) Zdenék Cdnsky, Petr Chrastina
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Plynova chromatografie (GC) je citlivi chromatografickd separacni metoda, zaloZena
na rozdilu v distribuci latek mezi dv€ nemisitelné fdze — mobilnf{ a staciondrni.

Stacionarni faze je obsaZzena v kolon¢ a mobilni faze je nosny plyn, ktery se pohybuje skrz
nebo podél staciondrni faze. Jako nosné plyny se nejCastéji pouzivaji vodik, dusik, helium,
argon. Svym chovdnim by se m¢l blizit plynu idedlnimu. Ktomu ma blizko helium,
ale je drahé. Nejcastéji se proto pouzivd dusik, argon nebo vodik. Nosny plyn nesmi
obsahovat vodu a kyslik.

Pristroj se skldda z davkovaciho zafizeni, chromatografické kolony, kterd je umisténa
v termostatu, detektoru a systému na zpracovani dat (napf. integrator, zapisovac). Stanoveni
se provadi pfi konstantni teploté nebo podle daného teplotniho programu.

Metoda plynové chromatografie dokaze rychle a u¢inné¢ oddélovat sloZité smési a pracovat
s malymi mnoZstvimi vzorkl pii pouZiti relativné jednoduché aparatury. Vhodnd je zejména
k analyzam tékavych latek. Pfednosti je vysoka selektivita separacniho procesu.

Hmotnostni spektrometrie (MS) je instrumentdlni metoda s vysokou citlivosti detekce
ruznych latek.

Z elektroneutralnich molekul nebo prvka se vytvareji ionty, které se pfi piebytku ziskané
vnitini energie mohou dale Stépit na fragmenty nesouci nédboj, radikdly a neutrdlni Castice.
Nabité castice (molekularni a fragmentové ionty) jsou pak separovany podle poméru
hmotnosti k naboji (m/z) a detekovény.

Zéakladnimi ¢astmi vétSiny hmotnostnich spektrometrti jsou iontovy zdroj, ve kterém dochazi
ke generovani iontdl, analyzétor iontil, kde jsou ionty separovany v zdvislosti na poméru m/z,
a detektor iontf.

Prvnim krokem hmotnostni analyzy je pfevedeni molekul nebo atomt analytii na ionty

v plynné fazi. Proces, pfi kterém z neutrdlnich ¢astic vznikaji ionty, se nazyvéa ionizace. Tento
proces probiha v iontovém zdroji.

Do soucasnosti byla vyvinuta celd fada ionizac¢nich technik.

Nejvice pouzivanou jsou elektronova ionizace (EI), chemickd ionizace (CI), ionizace
elektrickym polem (FI). V biologickych aplikacich jsou nejcast&jSimi technikami ionizace
elektrosprejem (ESI), chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a ionizace laserem
za asistence matrice (MALDI).

Druhym krokem je analyza iontil. Existuje nékolik typti hmotnostnich analyzatora. Vétsina
z nich je zaloZena na interakci nabitych &éstic s elektrickym nebo magnetickym polem. Casto
pouzivanymi hmotnostnimi analyzatory jsou kvadrup6lovy hmotnostni filtr (Q), iontova past
(IT), sektorové analyzatory, analyzator doby letu (TOF) aiontovd cyklotronova rezonance
(ICR).

Tretim krokem je detekce iontl (kladnych nebo zapornych).
Zakladnimi typy detektori jsou elektronovy a fotonovy ndsobic.

Kombinace plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) piedstavuje
ucinné reSeni. Jde o efektivni separani metodu spojenou s velmi citlivou detekei.
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GC/MS je nepostradatelnd pii analyze nezndmych slozek smési. Pro kaZzdou slozku ziska jeji
hmotnostni spektrum a identifikuje ji porovnanim jejiho spektra s databazi spekter uloZzenych
v pocitaci. Navic mez detekce je velmi nizkd — faddove v desetinach az setindch umol/I.
Pouzivdme nejbézn¢jsi kapildrni kolonu, kterd je dlouhd 30 m, vnitini primér 0,25 mm
s nanesenou fazi tloustky 0,25 um obsahujici 5 % bifenyl- a 95 % dimetylpolysiloxanu.
Z ionizacnich technik pouZivame elektronovou ionizaci (EI) az analyzdtori mame
kvadrup6lovy hmotnostni filtr.

Na naSem pracovisti pouzivime plynovou chromatografii s hmotnostnim spektrometrem
nejcastéji na stanoveni organickych kyselin v mocdi, dile pak na stanoveni organickych
Kyseliny v séru nebo plazmé. Také ho pouzivime na stanoveni 7-dehydrocholesterolu,
ktery je poslednim meziproduktem v biosyntéze cholesterolu.

GC/MS pouzivime kpotvrzeni ¢i vylouceni metaboliti ajejich kvantifikaci, které
za normdlnich okolnosti nejsou v moci/séru detekovany, a které svéd¢i pro urcité metabolické
onemocnéni. Pomoci charakteristického hmotnostniho spektra pro dany metabolit ovétujeme,
kterd z latek, jez eluuji v jeden retencni Cas, to je. Také kvantifikujeme urcité metabolity
pii monitorovani 1écby.
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Tandemova hmotnostni spektrometrie
) Petr Chrastina, Sylvie Stastnd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Pii tandemové hmotnostni spektrometrii (MS/MS) jsou ionty podrobeny dvéma
hmotnostnim analyzdm. Tandemova hmotnostni spektrometrie umoznuje rychlou analyzu bez
pouziti separacnich metod (GC, HPLC) i ve slozité matrici. NejCastéji jsou pro MS/MS
analyzu pouzivany trojité kvadrupdlové analyzatory. Mohou ale byt pouzity i jiné hmotnostni
analyzétory pro analyzu v prostoru (hexapdélové nebo oktapdlové analyzétory, analyzditory
doby letu, magnetické analyzatory) nebo v Case (iontova past).

Pfi stanoveni skupiny strukturné podobnych latek ve slozité smési, napt. krvi nebo moci,
vyuzivame toho, ze tyto latky odstépuji spolecny charakteristicky fragment. Kvantifikace
se provadi pomoci vnitfnich standardl stejné struktury jako stanovované litky, které jsou
ale ozna&ené stabilnimi izotopy (napf. deuteriem “H, uhlikem "°C, dusikem "’N).

Pomoci MS/MS mtiZeme stanovit i nizké koncentrace latek, a to mnohem rychleji neZ jinymi
metodami. Jedna analyza pak bez pouziti separacni techniky s vyuZzitim piimého ndsttiku
vzorku do tandemového hmotnostniho spektrometru trva jen nékolik minut a béhem jednoho
dne lze vysetiit n¢kolik set vzorkl. Vysoka citlivost pfistroje umoziuje stanovit mnozstvi
analytu ftadové v pikogramech atedy 1mnoZstvi biologického materidlu potiebného
k vySetfeni se pohybuje v nékolika mikrolitrech krve, moci atd. Omezenim vyuZitelnosti této
metody je molekulovd hmotnost stanovované latky (cca 1000 kiloDaltont).

Tandemovy hmotnostni spektrometr se skldda z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru
a detektoru.

Analyza na trojitém kvadrup6lu probiha ve ¢tyfech krocich:

1. ionizace molekuly a pfechod ionizovanych molekul do plynné faze

2. separace molekul podle poméru hmotnosti a ndboje v prvnim hmotnostnim spektrometru

3. fragmentace separovanych molekul v kolizni cele - vybrany ion podrobime kolizni
aktivaci (nej€astéji srdzkdm s inertnim plynem (dusik, argon) - tzv. terCovy plyn). Dojde
k rozpadu tohoto iontu na fragmentové ionty.

4. separace a detekce jednotlivych fragmentd molekul.

Iontovy zdroj slouzi k ptevedeni analyzované latky do ionizovaného stavu.

Veskeré informace poskytované hmotnostnim spektrometrem se tykaji pouze ¢astic nesoucich

naboj, ionizace analyzované litky je nezbytnym pfedpokladem analyzy.

Podle mnozstvi dodané energie se déli ioniza¢ni techniky natzv. mékké, piinichZz

je energeticky prebytek dodany ionizované molekule maly a pravdépodobnost fragmentace

nizkd, a na tzv. tvrdé, pti nichz dodana energie postacuje k rozsahlejsi fragmentaci primarné

vzniklého iontu.

Pti spojeni hmotnostni spektrometrie s kapalinovou chromatografii se pouzivaji tyto ionizacni

techniky:

® jonizace elektrosprejem (ESI)

e chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

e fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Photolonization, APPI)

e jonizace urychlenymi atomy (Fast Atom Bombardment, FAB) nebo ionty (Fast Ion
Bombardment, FIB)

® jonizace laserem za UcCasti matrice (Matrix-Assisted Laser Desoption/lonization, MALDI)
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Zatimco FAB, FIB a MALDI zle pouZzit v uspotadani off-line, ESI, APCI a APPI jsou
ioniza¢ni techniky, které lze pouZzit on-line. Ionizace za atmosférického tlaku znamenala
naprosty prilom v feSeni spojeni HPLC/MS.

Ionizace elektrosprejem je v soucasnosti nejCastéji pouZivanym iontovym zdrojem
pro kombinaci LC/MS.

K rozpraSeni kapalné faze ptivedené do kovové kapilary dochdzi vlivem vysokého napéti (3 —
5 kV) vlozeného na kapildru. Vznikaji malé kapicky nesouci velké mnoZstvi ndboju. Ty jsou
protiproudem horkého inertniho plynu déle vysuSovany. Odpatfenim rozpoustédla z povrchu
kapicky dochazi ke zvyseni hustoty povrchového ndboje. KdyZ hustota povrchového naboje
dosahne kritické hodnoty, dojde k tzv, Coulombické explozi, rozpadu nabité kapicky na fadu
jesté mensich kapicek nesoucich néboj. Nakonec dojde k uvolnéni kvazimolekularniho iontu.
Vzniklé ionty se vedou vstupni Stérbinou pies iontovou optiku do hmotnostniho spektrometru.
V procesu ionizace mohou vznikat kladné i zdporn€ jednou nebo vicendsobné nabité ionty
v zavislosti na polarit¢ napéti vloZzeného na protielektrodu a charakteru latky. ESI se povazuje
za vubec nejSetrnéjsi ionizacni techniku.

Dalsi ioniza¢ni technikou je chemicka ionizace za atmosférického tlaku.

Vstupni kapildra, kterou se pfivadi kapalnd fdze z chromatografické kolony, Tusti
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, dochdzi k ionizaci par mobilni fize nebo molekul
zmlZovaciho plynu a k tvorbé chemicko-ioniza¢niho plazmatu. Molekuly analyzovanych latek
jsou pak nésledné ionizovany mechanismem chemické ionizace pfenosem protonu za vzniku
kvazimolekuldrnich iontd typu [M+H]" nebo [M-H]". Vznikaji témé&f vyhradné ionty se sudym
poctem e-; oproti ESI byva nizsi intenzita aduktl s ionty alkalickych kov.

APPI je analogii APCI, ale misto korondrniho vyboje se naionizace pouZije UV zéfeni.
Na rozdil od ESI a APCI mohou ¢asto vznikat ionty s lichym poctem e-.

Zakladni typy skenu MS/MS

e zakladni sken: zméfeni hmotnostniho spektra v celém studovaném rozsahu m/z

e sken produktovych iontl (diive nazyvano dcefinnych) ionti: zmétime MS/MS spektrum
z vybraného prekurzoru

e sken prekurzori (diive rodicovskych iontl): pro vybrany fragmentovy ion zjistime
puvodni ion prekurzoru, ze kterého fragmentaci vznikl

e sken neutrdlnich ztrat (Neutral Loss, NL): zjistime charakterické dvojice iontli prekurzort
a produktli, u kterych dochdzi k odstépeni vybrané hmotnostni ztraty, napt. m/z = 102
pro aminokyseliny

e selektivni zdiznam jednoho nebo vice ionta (Selected Ion Monitoring, SIM): méfime pouze
zévislost signdlu vybraného iontu na ¢ase (nebo vice ionti)

e selektivni zdznam jedné nebo vice reakci (Selected Reaction Monitoring, SRM): prvnim
analyzitorem vybereme ion prekurzoru, ktery potom v kolizni cele podrobime
fragmentaci amy sledujeme pouze vybrany charakteristicky fragmentovy ion (lze
sledovat i vice reakci naraz).

Pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie

1. novorozenecky screening dédicnych metabolickych poruch
Stanoveni koncentraci aminokyselin a acylkarnitinl v suché krevni kapce pro diagnostiku
aminoacidopatii, organickych acidurii a poruch oxidace mastnych kyselin.
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2. analyza proteint a jejich identifikace
Stanoveni kvantity proteinii (napt. glykovaného hemoglobinu) a kvalitativnich vlastnosti
(napf. vazba v membran¢, sekundarni, tercidrni akvartérni struktura proteinu).
Identifikace proteinu na zdkladé fragmentovych iontd vzniklych odstépovani

aminokyselin.

3. analyza latek ve spojeni s kapalinovou chromatografii.
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Kapilarni elektroforéza
Petr Hornik
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Kapilarni elektroforéza (CE) je analytickd metoda, kterou lze pouZit k feSeni b&Znych
i specidlnich klinicko-biochemickych problémii. Své uplatnéni nalézad ptredevsim v analyze
sérovych proteini, lipoproteintl, izoenzymi a v diagnostice hemoglobinopatii. CE je vhodnou
komplementarni separacni metodou k vysokotucinné kapalinové chromatografii (HPLC)
pro monitorovani hladin 1é¢iv v télnich tekutindch. Ve specializovanych laboratotich (napf.
diagnostika dédi¢nych metabolickych poruch) CE postupné nahrazuje nékteré jiné separacni
techniky pro svou vysokou separacni ucinnost, rychlost analyzy, nizké naroky na mnoZstvi
vzorku a podstatn¢ nizsi ndklady na analyzu.

Princip elektroforézy spocivd v migraci elektricky nabitych ¢éstic ve stejnosmérném
elektrickém poli. V CE je kapildra naplnéna zdkladnim elektrolytem a jeji konce, spolecné
s elektrodami z inertniho materidlu (Pt), jsou ponotfeny do zdsobniki s elektrolytem. Mezi
elektrody se aplikuje vysoké napéti (10 — 30 kV). Maly objem vzorku se davkuje do konce
kapilary. Kapildra prochézi ptes detektor (UV, LIF).

Zaznam zévislosti odezvy detektoru na Case se nazyva elektroforeogram, ktery je podobny
chromatogramu. Poloha pikti ur¢uje kvalitu, plocha nebo vyska piki urcuje kvantitu.

Doba analyzy v CE se oproti plosnému usporadani zkracuje zejména z téchto divodu:

1. teplo tvofené uvnitf kapilary je ti¢inn€ odvadéno jejimi st€énami, proto lze pouZzit vysokych
napéti;

2. kapiléra prochazi detektorem a je provddéna on-line detekce z6n a pocitacové vyhodnoceni
piki

3. elektroosmoticky tok (EOF) m4 za nasledek pohyb roztoku k detektoru. SniZuje analytické

s s

casy a k detektoru undsi i ¢astice elektroforeticky migrujici opacnym smérem.

Jeho princip spocivd vtom, Ze stény kapilary z taveného kiemene obsahuji silanolové
skupiny, které se pii kontaktu s roztoky o vys$Sim pH disociuji. Disociaci se vytvaii zaporny
naboj stény.

K ,,zdporné“ sténé je pfitazena vrstva kovovych iontl (kationtil) zdkladniho elektrolytu
a vznika elektrickd dvojvrstva. Je-li zavedeno napéti, tyto kationty migruji ke katod€ (zdporna
elektroda). Vodikové kationty byvaji silné hydratovany ajejich pohyb spolecné
s asociovanymi molekulami vody vyvold tok celého roztoku v kapildfe smérem k detektoru,
ktery je umistén pred katodou. Tok byva tak silny, Ze ke katod¢ nese i zdporn¢ nabité ionty.

7 M2z

Neutrélni ¢astice se pohybuji rychlosti elektroosmotického toku.

Kapilary jsou vyrdbény z taveného kifemene a maji ochranny polyamidovy povlak. V misté
detekce je maly podil povlaku odstranén. Kapilara je bézné 25 — 100 cm dlouhd s vnitfnim
primérem 50 — 75 um. Vnitini povrch kapildry mtze byt chemicky modifikovan kovalentnim
navazanim ruznych latek. Regulaci teploty (vzduchem, kapalinou) kapilary se zajistuji stalé
podminky separace. Roztok vzorku (10 — 100 nl) je davkovéan obvykle do konce kapilary
vzdalenéjsiho od detektoru. Déavkovat lze tlakem plynu nahladinu vzorku (nejbeznéjsi),
rozdilem hladin nebo elektrokineticky. Detektory pouzivané pro CE musi byt hodné citlivé,
protoze priameér kapilary je maly. Nejbéznéjsi jsou UV detektory vyuzivajici diodové pole.
Citlivost se pohybuje kolem 10° mol/l. Velmi citlivy (a také drahy) je detektor s laserem
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indukovanou fluorescenci (LIF). V posledni dob¢ se Casto vyuzivd kombinace s hmotnostni
spektrometrii, coZ umoznuje ziskat informace o struktufe separovanych latek.

Je vypracovana fada separacnich technik a modifikaci prosté CE.

Piikladem je kapildrni zénova elektroforéza (CZE) neboli CE ve volném roztoku (FSCE).
Separace je zde zaloZend na rozdilech v ndboji analytd.

Micelarni elektrokinetickd kapildrni chromatografie (MECC) se pouzivd k separaci
neutrdlnich sloucenin a vyuZziva povrchové aktivity micel.

Kapildrni gelova elektroforéza (CGE) vyuziva molekulové-sitového efektu rozpusténych latek
v prostiedi gelu.

Kapilédrni isoelektrickd fokusace (CIEF) slouZi k separaci amfolytl v gradientu pH.

Kapildrni elektrochromatografie (CEC) vyuZziva k pohybu mobilni faze elektroosmotického
toku a separace nastdvd na silikagelu jako staciondrni fazi. Separace v CEC je kombinaci
elektroforézy a chromatografie.

CE je prosvé jiz vySe uvedené vlastnosti velmi perspektivni v diagnostice dédi¢nych
metabolickych poruch.

Byl vyvinut postup umoznujici stanoveni fenylalaninu v séru, vhodny pro monitorovéani 1é¢by
pacienti s fenylketonurii. Stanoveni kyseliny methylmalonové CE-LIF po derivatizaci
umoznuje monitorovani 1é¢by pacientli s methylmalonovou acidémii a pro stanoveni
methylmalonové kyseliny v séru jako indikdtoru kobalaminové deficience. CE lze pouZzit
pro diagnostiku  a monitorovdani onemocnéni spojenych s poruchami aminokyselin
obsahujicich thiolovou skupinu. Perspektivni se CE jevi pfi diagnostice dédi¢nych poruch
metabolismu purinil a pyrimidinil, pfi screeningu metaboliti v moc€i, stanoveni hladiny
nukleotidl a aktivit purinovych enzyma.

Literatura

Klouda P.: Moderni analytické metody. Nakladatelstvi Pavel Klouda, Ostrava 2003, str.
33-41.

Adam T., Sevéik J.: Aplikace kapildrni elektroforézy v klinické biochemii. Klin Biochem
Metab 5(26);1997,265-69.
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Barva a zapach moce
) Petr Chrastina, Sylvie Stastnd, Eva Kostdlovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

I v soucasné dobé¢, plné slozitych analytickych pfistrojui a ptistupli, nds takové informace, jako

barva a zdpach moce, mohou navést ke spravné diagnoze.

U zdravych lidi ma mo¢ téméf prithlednou az jasné Zlutou barvu.

Barva moce

Barva moce Sloucenina Onemocnéni/Zdroj
Modra Indikan Hartnupova choroba
Blue Diaper Syndrom

Modré/hnéda Homogentisét Alkaptonurie
Hnéda Methemoglobin Myoglobinurie
Cervend aZ hnéda Hemoglobin/methemoglobin | Hemoglobinurie
Cervend Erytrocyty Hematurie
Cervend Porfyriny Porfyrie
Cervend Pyrazolon Léky
Cervend Fenolftalein Chemikilie
Svétle ¢ervena Uraty Hyperurikosurie
Cervend Cervens barviva Potraviny
Zluta Riboflavin Vitaminy

Zapach moce
Zapach moce Sloucenina Onemocnéni/Zdroj
Plesnivina, mySina Fenylacetat Klasicka PKU
Maggi, kari 2-oxoisovalerat Leucinéza
Javorovy sirup, karamel | 2-oxoisokaproat Leucinéza

2-ox0-3-methylvalerat

Zpocené nohy

Isovalerat

Isovalerova acidémie
3-hydroxy-3-methylglutarovi
acidurie

Glutarova acidurie II

Koéi¢i moc

3-hydroxyisovalerat

Deficit
3-methylkrotonyl-CoA-karboxylasy
Mnohocetny deficit karboxylaz

Zeli

2-hydroxybutyrat

Malabsorpce methioninu
Tyrosinémie typu |

Zluklé méslo

2-ox0-4-methiolbutyrat

Tyrosinémie typu |

Kysely zapach Methylmalonova kyselina Methylmalonové acidémie
Zépach siry Sirovodik Cystinurie
Rybina Trimethylamin Trimethylaminurie
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Aminokyseliny semikvantitativné v krvi/séru/plazmé
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Aminokyseliny (AMK) semikvantitativné
v krvi/séru/plazmé
Synonyma screening AMK v krvi/séru/plazmé papirovou chromatografii
Typ metody semikvantitativni
Princip stanoveni AMK se déli v systému jednorozmérné chromatografie na papiie

s ninhydrinovou detekci
meze detekce fenylalaninu a tyrosinu jsou cca 0,2 mmol/l

Material krev, sérum, krevni papirek
Preanalytické vzorkem je suchd krevni kapka na testovaci karticce
poznamky Schleicher-Schuell 903

kruhy vyznacené na testovaci desti¢ce musi byt pln¢ prosaknuty
krvi (viditeln¢ z pfedni a zadni strany kartic¢ky)

karticka nesmi byt krvi nasakovdna opakované

karticka musi byt ususena pii pokojové teploté, nesmi byt zahiivana
karticky se skladuji v suchu a temnu pti pokojové teploté

jsou znamé lékové interference, hl. pfi podavani antibiotik
(ampicilin, cefalosporiny aj.)

Jednotky mmol/l (pouze fenylalanin a tyrosin), arb. j. (ostatni)

Referen¢ni meze horni referen¢ni meze jsou pro vSechny stanovované aminokyseliny

niz$i neZ jejich mez detekce touto metodou

Indikace k vySetfeni

1.

3
4,

5.

novorozenecky screening hyperfenylalaninémie/fenylketonurie (HPA/PKU), (viz Véstnik
MZd CR, &éstka 7, z&t{ 2003)

Povinny novorozenecky screening HPA byl zaveden v Ceské republice vr.1975
metodickym ndvodem ¢&. 15/1975 véstniku Ministerstva zdravotnictvi CR. V roce 2003
byl novelizovén a vydan jako Metodické opatteni ¢. 7/2003 Metodicky navod k zajiSténi
celoplosného novorozeneckého laboratorniho screeningu a nasledné péce.

Testovaci karticky se suchymi krevnimi skvrnami posilaji novorozeneckd odd. a prakticti
1ékari pro déti a dorost.

screening HPA gravidnich (materndlni HPA)

Testovaci karticky se suchymi krevnimi skvrnami posilaji gynekologové.

susp. hyperaminoacidémie v ramci selektivniho screeningu

selektivni screening

Vysetteni se provadi se u kazdého poprvé vysetifovaného pacienta.

monitorovani kompenzace pacientii s HPA/PKU.

Pozn. Metoda je v letech 2008 (selektivni screening) a 2009 (novorozenecky screening)
nahrazena vySetfenim tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Interpretace vysledki

Vysetteni umoZiuje diagnostikovat vétSinu piipadit HPA a tyrosinémie.

Zachyti mirné zvySeni koncentrace fenylalaninu, tyrosinu, vétvenych aminokyselin a vyrazné
zvyseni koncentrace glycinu, methioninu, glutaminu a alaninu.

24




Koncentrace ostatnich AMK nelze touto metodou spolehlivé posoudit.
Vyznamné ndlezy jsou ovérovany kvantitativni metodou, viz Aminokyseliny kvantitativné
v séru/plasmé.

Izolované zvySeni koncentrace fenylalaninu nachazime u HPA/PKU.

Izolované zvySeni Kkoncentrace tyrosinu nachdzime unovorozenci (hlavné nezralych),
zvlasté pii zvySeném pifjmu bilkovin, pfi hepatopatii, u tyrosinémie typu I (koncentrace
se zvySuje obvykle od 2. tydne po narozeni), tyrosinémie typu II a III.

Izolované zvySeni koncentrace jednotlivych AMK - viz Aminokyseliny kvantitativné
v séru/plasmé.

Hrani¢ni koncentrace vétvenych AMK, fenylalaninu a tyrosinu byva postprandidlné
a pfi hyperalimentaci.

Zvyseni koncentrace fady AMK nachdzime pii postprandidlnim odbéru, parenterdlnim
podavani AMK, hyperalimentaci, hepatopatii, dekompozici vzorku, kontaminaci, hemolyze,
pozdnim odd¢leni séra/plazmy aj.
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Aminokyseliny semikvantitativné v moci
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Aminokyseliny (AMK) semikvantitativné v mo¢i
Synonyma screening AMK v mo¢i papirovou chromatografii
Typ metody semikvantitativni

Princip stanoveni AMK se déli v systému jednorozmérné chromatografie na papiie
s ninhydrinovou detekci.

Material mo¢, mocovy papirek
Preanalytické vzorkem je suchd mocova kapka na testovaci karticce
poznamky Schleicher-Schuell 903 kruhy vyznacené na testovaci desticce mus{

byt pln€ prosdknuty moc¢i (viditelné z predni a zadni strany karticky)
karticka nesmi byt moci nasakovdna opakované

karticka musi byt usuSena pii pokojové teploté, nesmi byt zahiivana
karticky se skladuji v suchu a temnu pti pokojové teploté

jsou znamé 1ékové interference, hl. pfi podavani antibiotik (ampicilin,
cefalosporiny aj.)

vysledek vySetfeni je ovlivnén koncentrovanosti moce

u vyrazn¢ koncentrovanych moc¢i (koncentrace kreatininu nad 10-15
mmol/l) je riziko faleSn€ pozitivniho vysledku s ndlezem
generalizované hyperaminoacidurie

v nedostate¢né koncentrované moci (koncentrace kreatininu pod 1
mmol/l) neni vySetfeni touto metodou spolehlivé a je riziko falesné
negativniho vysledku

Jednotky arb. j.

Referen¢ni meze -

Indikaci je susp. hyperaminoacidurie, tubulopatic nebo cystinurie v ramci selektivniho
screeningu.
VySetteni se provadi u kazdého poprvé vySetfovaného pacienta.

Metodika umoziiuje zachytit v dostate¢né¢ koncentrované moci (koncentrace kreatininu nad 1
mmol/l) stfedné¢ zvySenou koncentraci cystinu, histidinu, fenylalaninu, tyrosinu, vyrazné
zvySenou koncentraci glycinu, alaninu aprolinu, avyznamnou generalizovanou
hyperaminoacidurii.

Koncentrace ostatnich aminokyselin nelze touto metodou spolehlivé posoudit.

Vyznamné ndlezy jsou ovéfovany kvantitativni metodou, viz Aminokyseliny kvantitativné
v moci.
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Aminokyseliny kvantitativné v séru/plazmé
Michala Klimovd, Sylvie Stastnd, Petr Chrastina

Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Aminokyseliny (AMK) kvantitativné v séru/plasmé
Synonyma profil aminokyselin v séru/plazmé kvantitativné
Typ metody kvantitativni, profilova

Princip stanoveni

deproteinace plazmy/séra, automaticky analyzitor aminokyselin,
ionexova chromatografie, ninhydrinové detekce

Material

plazma/sérum

Preanalytické
poznamky

odbér idedlné 4-6 hodin po poslednim jidle

odbér postprandidlng - zvySené hladiny esencidlnich aminokyselin
odbér nalacno - zvyseni koncentrace vétvenych aminokyselin,
koncentrace vétSiny ostatnich aminokyselin je nizka

vzorky urc¢ené pro diagnostiku DPM je nutno odebrat v dob¢, kdy
nejsou poddavény i.v. aminokyseliny

pii podezieni na intermitentn¢ probihajici DMP je nutné vySetieni
vzorku z akutniho stavu pfi atace

izolace plazmy/séra a deproteinace idedln¢ do 60 minut po odbéru
minimalni mnoZstvi vzorku je 0,3 ml plazmy/séra

hemolyza - zména hladin aminokyselin vlivem vysokych
koncentraci aminokyselin v krevnich bunikach (taurinu z krevnich
desti¢ek) nebo vlivem erytrocytarnich enzymu (arginidza
pfeménuje arginin na ornithin)

transport pii bézné teploté — zvyseni koncentraci glutamatu

a aspartatu, sniZeni koncentraci glutaminu, asparaginu, cysteinu

a homocysteinu

minimalni ovlivnéni koncentrace aminokyselin béhem transportu -
fenylalanin, tyrosin a vétvené aminokyseliny (valin, isoleucin,
leucin), jsou minimdlné ovlivnény transportem, jsou vhodné

pro hodnoceni kompenzace

Jednotky

pmol/l

Referen¢éni meze

podle internich norem

Aminokyseliny jsou stavebni kameny bilkovin, vyznamné metabolity v intermedidrnim
metabolismu, sou¢dst metylac¢nich reakci v cytosolu a metabolismu neurotransmitert aj.
Metabolismus aminokyselin muze byt postiZzen fadou dédi¢nych metabolickych poruch, tyto
poruchy mohou byt diagnostikovdny analyzou télesnych tekutin na aminokyseliny, organické
kyseliny, kyselinu orotovou aj.

Nekteré aminokyseliny, zvIl4St€ homocystein a tryptofan, vyzaduji specifické

metody

pro piesnou kvantifikaci (obvykle HPLC).

Indikaci jsou Kklinické symptomy — intolerance stravy, neobvyklé dietni zvyky, zvraceni,
neprospivani, hypotonie, letargie, kfeCe, koma, mentdlni retardace, mikrocefalie, ataxie,
choreoatetéza, spastickd paraparéza nebo diplegie, poruchy chiize, problémy s ucenim,
poruchy chovéani, neuropsychiatrické symptomy, atrofie optiku, retinitis pigmentosa,
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dysmorfie, atypicky zdpach, hepatomegalie, pankreatitis, tubulopatie, tachypnoe, systémové
kostni zmény, atypické vlasy, kozni 1éze, akutni dekompenzace.

Indikaci jsou také laboratorni symptomy - metabolickd acidéza, hyperammonémie,
hypoglykémie, ketonurie, vySSi anion gap, neutropenie, megaloblastickd anemie, deficit
vitaminu B, nebo folatu, hepatopatie, hypokreatininémie.

OkamZitd analyza by méla byt provedena u pacientil s hyperamonémii a v jinych akutnich
stavech.

Stanoveni aminokyselin postprandidln€ (a nalacno) je vhodné pii podezieni na poruchy
energetického metabolismu.

Opakovand analyza aminokyselin nala¢no je potfebnd u pacientll s restrikci bilkovin nebo
specifickou metabolickou dietni 1é¢bou k posouzeni piijmu aminokyselin a ke zjiSténi deficitu
esencidlnich aminokyselin.

Stanoveni koncentrace AMK se provadi u kazdého poprvé vySetfovaného pacienta.

Specifické odchylky v aminogramu v séru/plazmé

Aminokyselina Dédi¢né metabolické poruchy (DMP)
se zvySenou koncentraci aminokyseliny
Alanin Mitochondridlni poruchy s laktatovou acid6zou
DMP s hyperammonémii
Alloisoleucin Leucinéza
Deficit E3 podjednotky
Arginin Argininémie
Argininojantarova Argininojantarova acidurie
kyselina
(argininosukcinat)
Citrulin Citrulinémie
Argininojantarova acidurie
Cystathionin Deficit y-cystathionazy
Fenylalanin Hyperfenylalaninémie
Fenylketonurie
Poruchy metabolismu pterinii
Fosfoethanolamin Hypofosfatazie

Y-aminomadselna kyselina
(GABA,
Y-aminobutyrat)

Deficit GABA transamindzy

Glutamov4 kyselina DMP s hyperammonémii
(glutamat) Glutamova acidémie
Glutamin DMP s hyperammonémii
Glycin Neketoticka hyperglycinémie
Ketoticka hyperglycinémie u organickych acidurii
Histidin Histidinémie
Homocystin Deficit cblC, cblD a cblE
Deficit cystathionin B-syntdzy
Deficit methylentetrahydrofolatreduktazy (MTHFR)
Hydroxyprolin Hydroxyprolinémie
Isoleucin Leucinéza
Deficit E3 podjednotky
Karnosin Karnosinémie
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Leucin Leucinéza
Deficit E3 podjednotky
Lysin Hyperlysinémie I
Saccharopinurie
Methionin Deficit methioninadenosyltransferazy
Deficit cystathionin B-syntdzy
Ornithin Gyratova atrofie
HHH syndrom (hyperammonémie, hyperornithinémie,
homocitrulinurie)
Prolin Hyperprolinémie I, II
Sarkosin Sarkosinémie
Tyrosin Tyrosinémie (I), II, 11T
(Tranzitorni neonatdlni hypertyrosinémie)
Valin Leucinéza
Deficit E3 podjednotky

Metoda umoziiuje diagnostikovat vétSinu aminoacidopatii, krom¢ intermitentné probihajicich
DMP, neketotické hyperglycinémie (diagnostika je spolehlivd pouze vySetfenim glycinu
v likvoru) a poruch ledvinného transportu (pro potvrzeni transportnich poruch je nutné
vySetfeni moci).

Standardné jsou stanovovany bézné AMK: alanin, arginin, citrulin, fenylalanin, glutamin,
glutamdt, glycin, histidin, hydroxyprolin, isoleucin, leucin, lysin, methionin, ornithin, prolin,
tyroxin, valin.

Krom¢ toho lze stanovit také AMK, Kkteré obvykle nejsou v séru/plasmé pritomné:
alloisoleucin, kyselina argininojantarova a jeji anhydridy, cystathionin, fosfoethanolamin,
GABA, homocystin, karnosin, methylhistidiny, sarkosin aj.

Vyznamné interference mohou zpiisobit 1éky, hlavné antibiotika.

Casté jsou sekundarni a nespecifické odchylky, pii¢inami jsou postprandidlni odbér,
parenterdlni poddvani AMK, hyperalimentace, hepatopatie, dekompozice vzorku,
kontaminace, hemolyza, pozdni oddéleni séra/plazmy a;.

29




Aminokyseliny kvantitativné v moci

) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Aminokyseliny (AMK) kvantitativné v mo¢i
Synonyma profil AMK v moc¢i kvantitativné
Typ metody kvantitativni, profilovd

Princip stanoveni

deproteinace plazmy/séra, automaticky analyzitor aminokyselin,
ionexova chromatografie, ninhydrinova detekce

Material nejvhodnéjsi je sbér moci nebo ranni mo¢, minimalné 10 ml moci

Preanalytické spolehlivé je vySetieni v pfimétené koncetrované moci (1-15 mmol/l)

poznamky bakteridlné¢ kontaminované vzorky (pH > 8,5 a pozitivni nitrity) nejsou
vhodné k analyze, bakterie svym aktivnim metabolismem méni
koncentraci AMK v moci

Jednotky mmol/mol kreatininu

Referen¢ni meze

podle internich norem

Analyza AMK v mo¢i
normdlné rezorbovany

je obvykle mén¢ piinosnd nez v séru/plazmé, nebot AMK jsou
v rendlnich tubulech, proto mirné az stfedn¢ vyznamné zmény

v homeostdze aminokyselin nemohou byt zjiStény analyzou moci.

Indikaci k vySetteni jsou susp. hyperaminoacidurie, porucha renélni tubuldrni resorpce, napf.

cystinurie.

Specifické odchylky v aminogramu v mo¢i

Aminokyselina

Dédi¢né metabolické poruchy (DMP)
se zvySenym vylu¢ovanim aminokyseliny

Vétsina aminokyselin

Povsechnd hyperaminoacidémie
Fanconiho syndrom

Klasickd galaktosémie
Tyrosinémie I

Loweho syndrom

Hereditarn{ intolerance frukt6zy
Vitamin D-dependentni rachitida

Neutrdlni aminokyseliny

Hartnupova choroba

Alanin

DMP s laktatovou acidézou
DMP s hyperammonémii

Alloisoleucin Leucindza

deficit E3 podjednotky
a-aminoadipova kyselina a-aminoadipova acidurie
(ai-aminoadipét)
Arginin Argininémie

Cystinurie

Intolerance bilkovin s lysinurii (LPI)
Argininojantarova kyselina Argininojantarova acidurie
(argininosukcindt)
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Asparagova kyselina (aspartat)

Dikarboxylovad aminoacidurie

Aspartylglukosamin Aspartylglukosaminurie
Citrulin Citrulinémie
Argininojantarova acidurie
Cystathionin Deficit cystathionindzy
Cystin Cystinurie
d-aminolevulova kyselina Tyrosinémie I
(8-aminolevulét) Porfyrie
Fenylalanin Hyperfenylalaninémie
Fenylketonurie
Poruchy metabolismu pterin
Fosfoethanolamin Hypofosfatazie
Kyselina Deficit GABA transaminazy

Y-aminomaselna
(GABA, y-aminobutyrat)

Glutamin

DMP s hyperammonémii

Glutamova kyselina  (glutamat)

DMP s hyperammonémii
Dikarboxylova aminoacidurie

Glycin Neketoticka hyperglycinémie
Ketoticka hyperglycinémie u organickych acidurii
Iminoglycinurie
Histidin Histidinémie
Homocitrulin HHH syndrom (hyperammonémie, hyperornithinémie,
homocitrulinurie)
Citrulinémie
Argininémie
Homocystin Deficit cblC, cblD a cblE
Deficit cystathionin B syntdzy
Deficit methylentetrahydrofolat reduktazy (MTHFR)
Hydroxyprolin Hydroxyprolinémie
Hyperprolinémie I, II
Iminoglycinurie
Iminodipeptidy Deficit prolidizy
Isoleucin Leucinéza
Deficit E3 podjednotky
Leucin Leucinéza
Deficit E3 podjednotky
Lysin Hyperlysinémie
Cystinurie
Intolerance bilkovin s lysinurii (LPI)
Saccharopinurie
Methionin Deficit methioninadenosyltransferdzy
Deficit cystathionin B syntdzy
Ornithin Hyperornithinémie
Cystinurie
Intolerance bilkovin s lysinurii (LPI)
Prolin Hyperprolinémie I, 11

Iminoglycinurie
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Saccharopin Saccharopinurie
Tryptofan Tryptofanurie
Tyrosin Tyrosinémie (I), II, III
(Tranzitorni neonatdlni hypertyrosinémie)
Valin Leucindza
Deficit E3 podjednotky

Standardng jsou stanovovany koncentrace béZznych AMK:

Krom¢ toho 1ze stanovit také AMK obvykle v mo¢i nepritomné a dalSi ninhydrin-positivni
latky: a-aminoadipovou kyselinu, argininojantarovou kyselinu ajeji anhydridy,
aspartylglukosamin, citrulin, &-aminolevulovou kyselinu, fosfoethanolamin, homocystin,
hydroxyprolin, iminodipeptidy, ornithin, prolin, saccharopin, aj.

Vyznamné interference mohou zpusobit metabolity nekterych 1€kt
(2-merkaptoethansulfondt, ampicilin, vigabatrin aj.)
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Aminokyseliny kvantitativné v likvoru
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Aminokyseliny (AMK) kvantitativné v likvoru
Synonyma profil AMK v likvoru (CSF) kvantitativné
Typ metody kvantitativni, profilova
Princip stanoveni deproteinace plazmy/séra, automaticky analyzitor aminokyselin,
ionexova chromatografie, ninhydrinové detekce
Material 1dedlni je likvor, ktery byl po odbéru ihned zamrazen
minimalni mnozstvi vzorku je 1 ml likvoru
Preanalytické vzorek je nutné uchovévat a posilat na suchém ledu spolu
poznamky se vzorkem séra/plazmy, ziskanym v okamZziku lumbélni punkce

Vs oo N2

vzorky CSF s vétsi ptimé&si krve nejsou pouzitelné, pti malé
piimési krve by mély byt vzorky ihned centrifugovany

a supernatant zamrazen pro analyzu (je tfeba informovat
laborator)

hemolytické a jinak nestandardni vzorky nejsou vhodné k analyze
okamzité hluboké zamrazeni a specidlni analytické metody jsou
potiebné pro stanoveni y-aminobutyritu (GABA)

Jednotky pmol/l

Referen¢ni meze podle internich norem

Koncentrace AMK v CSF jsou ovlivnény koncentraci AMK v séru/plazmé, metabolismem
AMK v mozku a funkci hematoencefalické bariéry.

Indikaci k analyze aminokyselin v CSF je podezieni na neurometabolickou poruchu, zvlasté
utézké  (novorozenecké)  epileptické  encefalopatie, podezieni  na neketotickou
hyperglycinémii (psychomotorickd retardace, hypotonie, kiece) a poruchu biosyntézy serinu
(vrozend mikrocefalie, psychomotorické retardace, kiece).

Specifické odchylky v aminogramu v likvoru

Aminokyselina Dédi¢né metabolické poruchy

se zvySenou koncentraci aminokyseliny
Alanin DMP s laktatovou acidosou
Argininojantarova kyselina Argininojantarova acidurie
(argininosukcindt)
v-aminomaselna kyselina Deficit GABA transamindzy
(GABA,
Y-aminobutyrat)
Glycin Neketoticka hyperglycinémie
Aminokyselina Dédi¢né metabolické poruchy

se sniZzenou koncentraci aminokyseliny
Serin Porucha v biosyntéze serinu
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Interpretace

Soucasné ziskdni vzorku plasmy pro analyzu aminokyselin je dileZité, protoZe vypocet
poméru koncentrace aminokyselin v plasmé/v CSF miiZze byt nutny pro diagnostiku
neketotické hyperglycinémie (pomér glycinu v likvoru k plasmé > 0,06) a poruch
biosyntézy serinu (pomér koncentrace serinu v likvoru/v plasmé < 0,2).

ZvySeni poméru koncentrace glycinu v likvoru/v plasmé md vyznam pouze pii zvySenych
koncentracich glycinu v likvoru. Je-li koncentrace glycinu v plazmé nizkd, izolované zvySeni
poméru koncentrace glycinu v likvoru/v plasmé zptusobené normdlni koncentraci glycinu
v likvoru neznamend neketotickou hyperglycinémii.

Také interpretace koncentraci aminokyselin v CSF mimo normy je spolehlivéjsi, jsou-li
dostupné soucasné koncentrace v plazmé.

Nespecifické odchylky v koncentraci AMK v likvoru nachdzime pfi pfimési krve v likvoru
a pfi poruse hematoencefalické bariéry rizného pivodu.
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Biotinidaza kvalitativné
) Eva Kostdlovd, Petr Chrastina, Sylvie Stastnd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Biotinidaza kvalitativné

Synonyma -

Typ metody kvalitativni

Princip stanoveni inkubace se substratem n-biotinyl-PABA, naftolové Cinidlo,
vizudlni hodnoceni

Material krevni nebo sérovy papirek

Preanalytické poznamky nelze vySetfovat v plasmé, interference pii 1é¢bé
sulfonamidy

riziko faleSné pozitivniho vysledku po transfuzi krve,
erymasy a plasmy labilni enzym, moZnost poklesu aktivity
v Case pii nevhodném skladovéni nebo pti vysSich teplotach
(napft. v 1ét)

niZsi aktivita u nezralych novorozenct

Jednotky -
Referencni meze negativni

Biotin je vitamin ve vodé¢ rozpustny, ktery je vdzany na bilkoviny. Je nezbytny jako koenzym
¢tyt vyznamnych karboxyldz intermedidrniho metabolismu sacharidi, mastnych kyselin
a aminokyselin.

Biotinidaza je enzym, ktery uvoliuje biotin z biotinylovanych peptidi exogenniho nebo
endogenniho ptivodu. Tim se biotin stdva dostupny pro aktivaci vysSe uvedenych karboxylaz.

Deficit biotinidazy zpusobuje depleci biotinu. Endogenni biotin nemuZe byt recyklovan,
organismus nemtiZe vyuZit biotin vdzany na bilkoviny ze stravy.

Mize se projevovat jako ataky ketoacidézy se zvracenim, torpidni dermatitida, jako
progredujici neurologické a ocni postizeni (psychomotorickd retardace, kiece, hypotonie,
ataxie, atrofie optiku, keratokonjunktivis) nebo recidivujici infekty.

Symptomy deficitu biotiniddzy jsou variabilni anespecifické, mohou se objevit
od novorozeneckého véku po dospélost, proto je vysoké riziko pozdni diagnostiky.

V nékterych zemich se provddi novorozenecky screening, ktery umoZzni Casné stanoveni
diagnézy a zlepSeni progndzy pacientil.

VySetteni se provadi se u kazdého poprvé vysetiovaného pacienta.
SniZenou aktivitu je nutno ovéfit kvantitativni metodou.
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Biotinidaza kvantitativné
) Eva Kostdlovd, Petr Chrastina, Sylvie Stastnd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Biotinidaza kvantitativné

Synonyma -

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni inkubace se substratem n-biotynyl-PABA, naftolové ¢inidlo,
fotometrické stanoveni, 546 nm

Material sérum

Preanalytické poznamky nelze vySetfovat v plasmé, interference pii 1é¢bé sulfonamidy
riziko falesn¢ pozitivniho vysledku po transfuzi krve, erymasy
a plasmy labilni enzym, moZnost poklesu aktivity v Case

Vv

pii nevhodném skladovani nebo pfi vyssich teplotach (napf.

v 1éte)
nizs$i aktivita u nezralych novorozenct
Jednotky nmol/min/ml
Referen¢ni meze zdravi homozygoti  >54
heterozygoti 54-22

nemocni homozygoti < 2,2

Biotin je vitamin ve vod¢ rozpustny, ktery je vazany na bilkoviny. Je nezbytny jako koenzym
¢ty vyznamnych karboxyldz intermedidrniho metabolismu sacharidi, mastnych kyselin
a aminokyselin.

Biotinidaza je enzym, ktery uvoliluje biotin z biotinylovanych peptidit exogenniho nebo
endogenniho ptivodu. Tim se biotin stava dostupny pro aktivaci vysSe uvedenych karboxylaz.

Deficit biotinidazy zpuisobuje depleci biotinu. Endogenni biotin nemiZe byt recyklovan,
organismus nemuze vyuZzit biotin vdzany na bilkoviny ze stravy.

MiiZze se projevovat jako ataky ketoacidézy se zvracenim, torpidni dermatitida, jako
progredujici neurologické a o¢ni postizeni (psychomotorickd retardace, kiece, hypotonie,
ataxie, atrofie optiku, keratokonjunktivis) nebo recidivujici infekty.

Symptomy deficitu biotiniddzy jsou variabilni anespecifické, mohou se objevit
od novorozeneckého véku po dospélost, proto je vysoké riziko pozdni diagnostiky.

V nékterych zemich se provddi novorozenecky screening, ktery umoZni Casné stanoveni
diagnézy a zlepSeni progndzy pacienti.

Kvantitativni metoda slouzi k ovéfeni snizené aktivity biotiniddzy, zjiSténé screeningovym
vySetfenim.
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7-Dehydrocholesterol a cholesterol
) Sylvie Stastnd, Zdenék Cdnsky
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev 7-Dehydrocholesterol (7-DHC) a cholesterol
Synonyma -
Typ metody semikvantitativni
Princip stanoveni GC/MS, alkalickd hydrolyza, extrakce do hexanu, derivatizace
Material sérum, plazma
Preanalytické poznamky -
Jednotky mg/g kreatininu
Referenéni meze mirnd forma: pomér 7-DHC/ cholesterol < 0,500
tézka forma: pomér 7-DHC/ cholesterol > 1,000

7-dehydrocholesterol (7-!)HC, cholesta-5,7-dien-3B-0l)  je posledni  meziprodukt
v biosyntéze cholesterolu. Ucinkem enzymu 7-dehydrocholesterolreduktizy se pieménuje
na cholesterol, latku nezbytnou pro fadu metabolickych funkci.

Deficit 7-dehydrocholesterolreduktazy vede khromadéni 7-DHC ajeho zvySena
koncentrace je spolu se snizenou koncentraci cholesterolu charakteristicka
pro Smith-Lemli-Opitziiv syndrom (SLOS). SLOS je nejcastéji diagnostikovanou poruchou
syntézy cholesterolu s incidenci 1:20 000-40 000.

Klinicky se rozliSuji mirné a tézké formy — od pouhé syndaktylie 2. a 3. prstu na nohou, ptes
vyrazn€j$i  dysmorfii s mikrocefalii, —malformacemi genitdlu, rastovou retardaci,
neprospivanim, psychomotorickou retardaci, aZ po zdvaznou dysmorfii s holoprosencephalii
a intrauterinnim Gmrtim.

Pfi vySetfeni se stanovuje koncentrace 7-DHC a cholesterolu a vypocitava se pomér 7-DHC/
cholesterol.

Vysetieni je indikovano pii podezieni na SLOS syndrom aunejasnych dysmorfii
a pii monitorovani 1é¢by u pacientd se SLOS.

Diagnézu SLOS syndromu je vhodné potvrdit na molekuldrné genetické urovni.
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Disulfidy

) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Disulfidy

Synonyma Brandlv test, nitroprussidovy test

Typ metody semikvantitativni

Princip stanoveni orientacni test s kyanidem sodnym a nitroprussidem sodnym
Material mo¢

Preanalytické poznamky cystin je relativné nerozpustny a po vymoceni krystalizuje
na dné nddoby

pred odlitim vzorku moci je nutné cely objem moci v nddobé
dikladné€ promichat, aby v odlitém vzorku i ve zbylé moci

v nddobé byla stejnd koncentrace cystinu

Jednotky arb. j.

Referen¢ni meze: negativni

Pozitivni ndlez znamend pfitomnost sloufenin obsahujicich siru, zvlast¢ disulfidi (viz
tabulka).

Sloucenina Onemocnéni/Zdroj
Cystin Cystinurie

Hyperargininémie

Generalizovana hyperaminoacidurie
Homocystin Homocystinurie

Kobalaminové deficity
Deficit vitaminu B,
Deficit methylentetrahydrofolatreduktazy

Cystathioninurie
Glutathion Poruchy y-glutamylového cyklu
Ketolatky Dehydratace
Léky obsahujici sirné skupiny N-acetylcystein, penicilamin, captopril,

2-merkaptoethansulfonat, ampicilin aj.

Test by mél byt provadén pouze v laboratofi, nebot’ kyanid sodny je velmi toxicky.
Metoda se pouZziva zejména jako screeningové vySetieni cystinurie.

Pozitivni nalez je nutno ovéfit kvantitativnim stanovenim aminokyselin v moci.
Vysetteni se provadi u kazdého poprvé vySetfovaného pacienta.
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Fenylalanin a tyrosin
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Kostdlovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Fenylalanin (Phe) a tyrosin (Tyr)

Synonyma -

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni automaticky analyzdtor aminokyselin, ionexova
chromatografie, ninhydrinova detekce, zkraceny program

Material nesrdzliva krev

Preanalytické poznamky -

Jednotky pumol/l

Referencni meze pro diagnostiku:

Phe < 120 pmol/l; Tyr < 180 umol/l
pro monitorovani kompenzace: interni normy podle véku

Vysetieni  slouzi  hlavné k monitorovani  koncentraci Phe aTyr u pacientd
s hyperfenylalaninémii/ /fenylketonurii (HPA/PKU) ke zhodnoceni dietni kompenzace.

Z hlediska diagnostického se vyuZiva pro:

1.

2.
3.

stanoveni koncentrace Phe aTyr unovorozenci zachycenych mnovorozeneckym
screeningem HPA/PKU

stanoveni koncentrace Phe a Tyr u Zen zachycenych screeningem HPA gravidnich
stanoveni koncentrace Phe a Tyr béhem zatéZového testu s Phe, ktery je jednim
z vySetieni pouZzivanych pfi diagnostice heterozygotie pro HPA/PKU  z deficitu
fenylalaninhydroxyldzy
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Galaktitol

) Eva Kostdlovd, Petr Chrastina, Sylvie Stastnd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Galaktitol
Synonyma -
Typ metody kvantitativni
Princip stanoveni plynova chromatografie, trimethylsilyl-derivaty, vnitini
standard manoheptul6za, extrakce do hexanu
Material mo¢
Preanalytické poznamky riziko faleSné negativniho nélezu pii nedostate¢né expozici
galaktézou
Jednotky mmol/mol kreatininu
Referen¢ni meze Vék Vylucovani
0 — 1 mésic <90
1 mésic — 1 rok < 80
1 — 2 roky <22
2—15let <20
> 15 let <10

Galaktitol je produktem premény galaktézy ucinkem ald6za reduktazy.

Vylucovani galaktitolu mo¢i zavisi na piijmu galaktézy ve stravé a na véku.

Za normdlnich okolnosti je jeho vylu€ovani minimdalni (viz referenéni meze).

U enzymopatii v metabolismu galaktézy (u deficitu GALT, GALE a GALK) se hromadi
galaktdza a galaktdza-1-fosfat a vznikaji alternativni metabolity — galaktitol a galaktonat,
které se ve zvySené mife vylucuji moci, a to i pti bezgalakt6zové strave.

Galaktonat vznikd uc¢inkem galaktéza dehydrogenazy, pro diagnostiku poruch metabolismu
galaktézy se nevyuziva.

Pritomnost galaktézy v moci zptisobuje pozitivitu testu na redukujici latky.

Galaktosémie z deficitu GALT (klasicka galaktosémie) se u novorozence po expozici
laktézou projevuje jako stav pfipominajici sepsi s hepatopatii a hypoglykémii s rozvojem
akutniho jaterniho selhdni, v pozd¢jsim véku katarakta, hepatopatie, neprospivani, mentalni
retardace.

Vylucovani galaktitolu je nejvyssi u novorozencti s deficitem GALT pfi dostatecné vysokém
piijmu galaktézy, kdy miiZe dosahovat az fadové tisicovych hodnot mmol/mol kreatininu.

U deficitu GALE a GALK bez diety je vylucovani galaktitol moci obvykle o fdd niZsi
(stovky mmol/mol kreatininu).

Po zavedeni diety s omezenim pfijmu galaktézy vylucovani galaktitolu rychle klesd, ne vSak
do normélnich hodnot, coz je zptisobeno endogenni produkci galaktdzy.

ZvySené vyluCovani galaktitolu moc¢i nachdzime také piisekundarnich poruchach
metabolismu galaktozy pfii hepatopatiich rizné etiologie, hodnoty mohou dosahovat az
stovek mmol/mol kreatininu.

Diagn6zu je nutné potvrdit stanovenim aktivity piisluSného enzymu v erytrocytech.
Heterozygoti maji obvykle intermediarni hodnoty aktivit enzymu v erytrocytech.
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Dostupnad je molekuldrné geneticka diagnostika.
Galaktitol se rovnéZ vyuziva pro monitorovani dietni kompenzace vsech typt galaktosémie.

V fadé zemi se provddi novorozenecky screening galaktosémie. Screening je zaloZen
na stanoveni koncentrace galakt6zy a/nebo aktivity GALT v suchych krevnich kapkéch
(Guthrieho karty).

ZKkratky:

GALE galaktéza-4-epimeraza

GALK galaktokindza

GALT galaktéza-1-fosfat uridyltransferdza
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Galaktoza a galaktoza-1-fosfat
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Zdenék Cdnsky
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Galaktéza a galaktoza-1-fosfat

Synonyma -

Typ metody semikvantitativni

Princip stanoveni tenkovrstevnd chromatografie, extrakce isopropanolem,
detekce kyselinou p-aminobenzoovou (PABA)

Material krevni papirek

Preanalytické poznamky riziko faleSné negativniho vysledku pfi nedostate¢né expozici
laktézou;
falesné negativni ndlezy pfi vySetfeni do 3 mésict od krevni
transfuze

Jednotky mmol/]

Referenc¢ni meze galaktéza < 0,5 mmol/l
galaktdza-1-fosfat < 0,5 mmol/l

Galaktéza spolu s glukézou tvoii disacharid laktézu, kterd je hlavnim sacharidem mléka.
Bezmlécnd strava vSak neznamend bezgalaktézovou dietu, nebot galaktéza je v urcitém
mnoZzstvi pfitomna v podstaté ve vSech potravinich, a v téle také probiha syntéza galaktézy.
Po poziti laktézy je v tenkém stfevé lakt6za hydrolyzovana ucinkem laktazy na galaktézu
a glukézu. Galaktéza je poté aktivovana na galaktéza-1-fosfat, reakci Kkatalyzuje
galaktokinaza (GALK).

U dvou ze tif enzymopatii v metabolismu galaktézy (u deficitu GALT a GALE) se hromadi
galaktéza a galaktéza-1-fosfat, u deficitu GALK se hromadi pouze galaktéza, kterd
se nefosforyluje na galaktéza-1-fosfat.

Galaktosémie z deficitu GALT (klasicka galaktosémie) se u novorozence po expozici
laktézou projevuje jako stav piipominajici sepsi s hepatopatii a hypoglykémii s rozvojem
akutniho jaterniho selhédni, v pozd¢jsim véku katarakta, hepatopatie, neprospivani, mentalni
retardace.

Diagndézu je nutné potvrdit stanovenim aktivity piisluSného enzymu v erytrocytech.
Heterozygoti maji obvykle intermedidrni hodnoty aktivit enzymi v erytrocytech.

Dostupnd je molekuldarné geneticka diagnostika.

Hladina galaktézy v krvi zavisi na pfijmu galaktézy ve stravé a na véku.

Za normdlnich okolnosti je jeji koncentrace velmi nizk4 (viz referencni meze).

Hladiny galaktézy a glaktéza-1-fosfatu jsou nejvyS$i u novorozencu s deficitem GALT
pfi dostatecné vysokém piijmu galaktézy.

Hrani¢ni az mirn€ zvySené koncentrace vidime u hepatopatii rizné etiologie.

Pritomnost galaktézy v moci zptisobuje pozitivitu testu na redukujici latky.

Po zavedeni diety s omezenim piijmu galaktézy hladina galaktézy v krvi rychle klesa. Dosud
neni zndmo, jaké mnozZstvi galaktézy ve vyziveé ditéte s galaktosémii je nutné nebo naopak
Skodlivé pro jeho vyvoj.
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Tato metoda neni urcena pro monitorovani dietni kompenzace Zadného typu galaktosémie.

V fadé zemi se provddi novorozenecky screening galaktosémie. Screening je zaloZen
na stanoveni koncentrace galaktézy a/nebo aktivity GALT v suchych krevnich kapkach.
Nésledné se vidy provadi stanoveni koncentrace galaktézy v krvi, které slouZzi
pro diferenciaci pozitivnich pacientd pro rozhodnuti, zda sta¢i zaslani kontrolniho vzorku
nebo jsou nutnd dal$i vySetieni nebo zda je nutnd hospitalizace s okamzitym zahdjenim
bezgalaktozové diety. K tomu je vSak nutné pouzivat presnéjsi kvantitativni metodu.

ZKkratky:

GALE galakt6za-4-epimerdza

GALK galaktokindza

GALT galaktéza-1-fosfat uridyltransferdaza
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Globotriaosylceramid
) Petr Chrastina, Jana Ledvinovd, Milan Elleder
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Globotriaosylceramid (Gb;Cer)

Synonyma Gb;

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni pifmé analyza bez ptedchozi extrakce, deproteinace,

nastiik do tandemového hmotnostniho spektrometru s trojitym
kvadrupolem s ionizaci elektrosprejem (FIA-ESI-MS/MS),
stanovuje se 11 izoforem Gb3Cer, které se vyskytuji

v moci nebo plasmé,

vnitini standard Gbs;Cer s mastnou kyselinou se 17 uhliky
(C17:0-GbsCer), ktery se ve vzorcich pfirozené nevyskytuje

Material plazma, cely sbér moci/24 hod
Preanalytické poznamky -
Jednotky plazma mg/1

mo¢  mg/mol kreatininu
Referenc¢ni meze podle internich norem

Gb3Cer se hromadi u Fabryho choroby pii deficitu lysosomdlni o-galaktosiddazy A, kterd
katalyzuje uvolilovani galaktézy z GbsCer a piibuznych glykosfingolipidi. Dusledkem
je GbsCer vznik depozit GbsCer ve tkénich.

VySetieni se provadi pii podezieni na Fabryho chorobu (bolesti nebo parestesie
v koncetinach, angiokeratomy, hypohidréza, kornedlni zékaly, postizeni srdce, ledvin).

Niélez je specificky pro Fabryho chorobu.

Pfi souCasném zvysSeni exkrece sulfatidii se mize jednat o deficit saposinu B (diive SAP1)
nebo deficit prosaposinu (prekursor saposinti A,B,C,D) — viz Sulfatidy.
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Glykogen v erytrocytech
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Glykogen v erytrocytech

Synonyma

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni enzymatické spektrofotometrické stanovent,

amyloglukosidaza, hexokindza/gluk6za-6-fosfat
dehydrogenéza, 340 nm

Material nesrazliva krev, vySetfeni se provadi z isolovanych erytrocyt
Preanalytické poznamky -

Jednotky mg/l

Referen¢ni meze norma < 100, hrani¢ni 100-150, patologie > 150

Glykogen je makromolekula slozend z gluk6zovych jednotek.

Slouzi jako zdsobni zdroj energie piihladovéni (v jatrech) a pro svalovou kontrakci
(ve svalech).

Hromadi se v tkanich u glykogendz (GSD).

Vysetteni se provadi pti podezieni na jaterni GSD, zejména typu III.

ZvysSenou az vyrazné zvySenou koncentrace nachazime u GSD III.

Mirné zvySena koncentrace muZe byt u GSD VI a jaterni formy GSD IX.

Fysiologickou koncentraci nachdzime u ostatnich GSD.

Typ GSD musi byt stanoven enzymatickym nebo molekuldrné genetickym vySetienim.

Po transfuzi krve nebo erymasy je riziko faleSn€ negativniho nalezu.
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Guanidinoacetat, kreatin a kreatinin
) Eva Kostdlovd, Josef Bdrtl, Sylvie Stastnd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Guanidinoacetat, kreatin a kreatinin
Synonyma -

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni piimé analyza bez ptfedchozi extrakce

nastiik do tandemového hmotnostniho spektrometru s trojitym
kvadrupolem s ionizaci elektrosprejem (FIA-ESI-MS/MS)
vnitini standard deuteriem znacené standardy guanidinoacetétu,
kreatinu a kreatininu

Material mo¢

Preanalytické -

poznamky

Jednotky mg/mol kreatininu
Referen¢ni meze podle internich norem

Kreatin vznikd z argininu u¢inkem argininglycinaminotransferdzy (AGAT) za vzniku
guanidinoacetatu a S-adenosyl-L-methionin-N-guanidinoacetdtmetyltransferaizy (GAMT).
Kreatin je transportovan do bunék kreatinovym transportérem (CRTR).

Kreatin je fosforylovan na kreatinfosfat.

Vétsina celkové télesné zasoby kreatinu a kreatinfosfatu je ve svalech.

Kreatin a kreatinfosfat prechazeji neenzymaticky na Kreatinin.

Vysetfeni stanovuje béhem jediné analyzy vSechny 3 vySetfované metabolity -—
guanidinoacetdt, kreatin i kreatinin.

VySetieni je indikovano pii klinické nebo laboratorni symptomatologii vedouci k podezieni
na poruchu biosyntézy nebo transportu kreatinu.

Klinické symptomy - mentdlni/psychomotoricka retardace/regres, porucha vyvoje feci,
hypotonie, extrapyramidové ptiznaky, epilepsie, autistické ptiznaky

Laboratorni symptomy - pfisniZzené Kkoncentraci Kreatininu v séru nebo pfi nizké
koncentraci kreatinu pii MRS vySetfeni mozku.

U deficitu GAMT nachazime zvySené vyluCovani guanidinoacetitu moc¢i a sniZené
vylu€ovani kreatinu a kreatininu mo¢i.

U deficitu AGAT nachdzime nizké vylucovani guanidinoacetdtu, kreatinu a kreatininu moci.
Tento defekt je vzacnéjSi. Biochemicky se projevuje sniZenou koncentraci GA v moci,
plazmé a mozkomiSnim moku, déle sniZenou koncentraci CT v mozku a plazmé.

U deficitu CRTR nachdzime normélni vylu¢ovani guanidinoacetitu a zvySené vyluCovani
kreatinu moc¢i. DileZitym ukazatelem je zvySeny pomér CT/CTN v moci.

Deficity AGAT aGAMT jsou I1éCitelné choroby. Jsou 1éCeny suplementaci

kreatinmonohydratem, ktery zmiriiuje klinické piiznaky a zlepSuje celkovy motoricky
a intelektudlni vyvoj.
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Homocitrulin
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Homocitrulin

Synonyma -

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni automaticky analyzdtor aminokyselin, ionexova
chromatografie, ninhydrinova detekce, zkraceny program

Material moc¢

Prenalytické poznamky -

Jednotky mmol/mol kreat.

Referencni meze 0-5

Homocitrulin vznika ve zvySeném mnoZstvi pfi poruse vstupu ornithinu do mitochondrie.
Deficit ornithinu v mitochondrii vede k alternativnimu vyuZziti karbamoylfosfatu se vznikem
homocitrulinu z lysinu.

Vétsina klinickych projevl poruchy souvisi s toxicitou amoniaku, neni postizeni zraku.
Vysetteni se provadi pii diferencialni diagnostice hyperamonémie, zvlasté pii podezieni
na HHH syndrom (hyperammonémie, hyperornithinémie a homocitrulinurie).

Vyznamné zvySené vyluc¢ovani homocitrulinu mo¢i nachazime u HHH syndromu.
Mirné€ zvySené vyluovani je mozné u citrulinémie, argininojantarové acidurie a argininémie.
Hrani¢ni az mirn€ zvySené vylu¢ovani muze byt alimentarniho ptivodu, zvl. u kojenct.

Trvale zvySené vyluCovani homocitrulinu mo¢i je patologické.

Diagn6za HHH syndromu musi byt potvrzena na trovni DNA a/nebo studii ve fibroblastech.
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Homocystein celkovy
) Josef Bartl, Viktor KoZich
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Homocystein celkovy

Synonyma -

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni redukce TCEP, derivatizace SBD-F, HPLC, fluorimetricka
detekce

Material plazma

Preanalytické poznamky nesrdzlivou krev odebranou do EDTA (zkumavka ¢astecné

ponoiend do vody s ledem)

dopravit do 1 hodiny do laboratofe k separaci plasmy

pii delSim transportu krev po odbéru do 1 hodiny
centrifugovat, plasmu odsat ihned po centrifugaci a zamrazit,
k vySetfeni poslat zamrazenou plasmu

Jednotky wmol/1

Referen¢ni meze vék koncentrace
<15 let 0-12
> 15 let 0-15

téz v zavislosti na véku, pohlavi
a menopauze

Indikace k vySetifeni

1.
2.
3.

=0 0o

trvalé monitorovani pacientii s homocystinurii v§ech typt

monitorovani pacientll s homocystinurii v§ech typl v rdmci kolemoperacni péce
marfanoidni habitus, vCetné¢ subluxace ¢i luxace Cocky (k dif.dg. Marfanova syndromu
a homocystinurie)

. tromboembolické piithody nejasné etiologie (k dif.dg. stfedni <¢i  t&€zké

hyperhomocystinémie jako pfi¢iny thrombdz)

neurologické poruchy s postiZenim bilé hmoty (k dif.dg. remetyla¢nich forem
homocystinurie)

megaloblastova anemie nejasné etiologie (k dif.dg. remetyla¢nich forem homocystinurie)
metylmalonova acidurie

psychomotorické retardace a encefalopatie nejasné etiologie

veganska strava, deficit vitaminu B,

.indikace k vySetfovani mirn¢ zvySenych koncentraci celkového homocysteinu

u kardiovaskularnich onemocnéni je omezena a podrobné&ji uvedena v publikaci

René M. Malinow; Andrew G. Bostom; Ronald M. Krauss:

Homocyst(e)ine, Diet, and Cardiovascular Diseases: A Statement for Healthcare
Professionals From the Nutrition Committee, American Heart Association, Circulation
1999; 99:178-182, viz téz

http://circ.ahajournals.org/cgi/content/full/99/1/178

Interpretace vysledkii vySetieni

1.
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tézka hyperhomocysteinémie (nad 100 pmol/l)
klasickd homocystinurie z homozygotniho deficitu cystathionin-B-syntdzy (CBS)




homozygotni deficit enzymi remethylacni cesty - methylentetrahydrofolatreduktaza
(MTHFR), methioninsyntdza, poruchy syntézy methylcobalaminu

sekundarné pfi deficitu vitamini (folati, vitaminu B,), pii rendlni insuficienci

stfedni hyperhomocysteinémie (nad 30 pmol/l)

mirnéjsi varianty homozygotnich genetickych deficitli zminénych vyse

ziskané pfic¢iny: rendlni insuficience, deficit folatu, B6, B12, poddvani methotrexatu,
fibrath a jiné

mirna hyperhomocysteinemie (od hranice referen¢niho rozmezi do 30 pmol/l)

beézné polymorfismy jako napt. MTHFR A222V, deficit vitamind, 1ékové interference
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3-Hydroxybutyrat
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev 3-Hydroxybutyrat

Synonyma -

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni enzymatické spektrofotometrické stanoveni, 340 nm,
3-hydroxybutyratdehydrogendza, NAD

Material krev

Preanalytické odbér krve bez ischemizace koncetiny do dvojndsobného objemu

poznamky studené 8% kyseliny chloristé, dikladné protifepat, transport
zkumavky v malém mnozZstvi vody s ledem, centrifugovat, odsét
deproteinat
spole¢ny odbér pro stanoveni laktitu, pyruvétu
a 3-hydroxybutyratu

Jednotky mmol/l

Referenéni meze < 1,5 (na la¢no)
< 0,2 (po jidle)

Zdrojem Kketolatek jsou mastné kyseliny a aminokyseliny isoleucin a leucin.

Mezi ketolatky patii acetoacetat a 3-hydroxybutyrat, rovnovahu mezi nimi udrzuje
3-hydroxybutyriatdehydrogenaza, aceton vznika neenzymaticky z acetoacetdtu.

Ketolatky vznikaji v jaternich mitochondriich, krvi se dostavaji do ostatnich tkani.

Ketolatky jsou béhem hladovéni vyznamnym zdrojem energie pro fadu tkani, pro srdecni
a kosterni svaly a zejména pro mozek, kde neprobiha oxidace mastnych kyselin.

Indikaci k vySetieni je zdvazna nebo opakovana ketonurie/ketéza a ketoacidéza.

Fyziologicka ket6za je nejcastéji diisledkem hladovéni (i fyziologického hladovéni pies noc)
a mizi po najedeni.

V batolecim vé&ku, détstvi iadolescenci je ketéza fyziologickym projevem katabolismu,
neni-li spojena s acidézou, hyperlaktacidémii nebo hypoglykémii. Je obvykle normalnim
odrazem nutricniho stavu (hladovéni, katabolismus, zvraceni, dieta obohacena
triacylglyceroly se sttedn¢ dlouhym fetézcem nebo jiny druh ketogenni diety).

Ketonurie u novorozence je vZdy patologicka a je dileZitou zndmkou metabolické poruchy.
Patologickou ketézu (zdvaznou nebo opakovanou nebo vede-li k metabolické acidéze)
nachdzime u primérnich poruch ketolyzy.

Nepritomnost ketézy event. jen mirna ketéza po prolongovaném hladovéni je znidmkou
primdrni poruchy ketogeneze nebo poruchy oxidace mastnych kyselin.

Porucha ketolyzy, ketogeneze nebo oxidace mastnych kyselin musi byt potvrzena
na enzymatické a/nebo molekularn¢ genetické trovni.
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Karnitin v séru
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF Praha

Nazev Karnitin v séru
Synonyma -
Typ metody kvantitativn{

Princip stanoveni

radiometrické enzymatické stanoventi, 14C—acetylkarnitin,

karnitinacetyltransferdza

stanovuje se volny, celkovy a acylovany karnitin a pomér

acylovany/volny karnitin

Material sérum
Preanalytické poznamky -
Jednotky umol/l
Referenéni meze Volny karnitin (FC) v séru
Vék Koncentrace
0—1den 11,5 -36,0
1 den — 1 tyden 10,1 - 21,0
1 — 4 tydny 12,3 -46,2
4 tydny — 1 rok 26,9 — 49,0
1-6Ilet 24,3 - 62,5
6—10 let 21,7 -66,4
10 —17 let 21,7 - 64,5
> 17 let 25,4 -54,1
Celkovy karnitin (TC) v séru
Vék Koncentrace
0—1den 23,3-67,9
1 den — 1 tyden 17,4 - 40,6
1 — 4 tydny 18,5 - 58,7
4 tydny — 1 rok 38,1 — 68,0
1-6let 34,6 - 83,6
6 — 10 let 27,8 - 82,9
10— 17 let 33,7-77,0
> 17 let 33,7-77,5
Acylovany karnitin (AC) v séru
Vék Koncentrace
0-1den 7,0 -36,6
1 den — 1 tyden 29-238
1 — 4 tydny 4,1 -14,5
4 tydny — 1 rok 7,4-19,0
1-61let 4,0 -28,3
6 —10 let 3,1-32,1
10 - 17 let 3,7-29,2
> 17 let 5,4 -30,1
Pomér acylovany/volny karnitin v séru
Vék Hodnota
< 1 tyden 0,1-1,44
> 1 tyden 0,1-09
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Oxidace mastnych Kkyselin hraje zasadni roli v tvorbé energie, zvlasté pti delsim hladovéni.
Zahrnuje karnitinovy cyklus, cyklus B-oxidace, pfenos elektront a syntézu ketolatek.
Karnitin hraje klicovou roli v pocatecni fazi oxidace mastnych kyselin, v karnitinovém
cyklu.

Volné mastné Kyseliny s dlouhym Fetézcem jsou v cytosolu aktivovany na své estery-CoA
(acyly-CoA mastnych kyselin), které jsou transportovany do mitochondrie.

Tento proces vyZaduje vazbu nakarnitin na vné&j$i strané¢ a zpétné uvolnéni z vazby
na karnitin na vnitfni stran¢ vnitfni mitochondridlni membrény.

Mastné kyseliny se stiedné dlouhym a kratkym rFetézcem vstupuji do mitochondrie piimo,
jsou aktivovany na své acyl-CoA derivaty v mitochondridlni matrix.

Acyly-CoA mastnych kyselin, které se hromadi v mitochondrii, mohou byt pfeménény
na estery karnitinu (acylkarnitiny), odstranény z mitochondrie a vylu¢ovdny moci. Tento
detoxika¢ni mechanismus zpusobuje sekundarni deficit karnitinu u vétSiny poruch, které
postihuji metabolismus mitochondridlnich CoA-aktivovanych karboxylovych kyselin, vCetné
organickych acidurii, poruch oxidace mastnych kyselin a poruch respiracniho fetézce.

Indikaci k vysetieni karnitinu je:

1. susp. porucha transportu karnitinu nebo oxidace mastnych Kyselin
ataky hypoglykémie pfi hladovéni nebo zvySené zatézi organismu, s hepatomegalii
a hepatopatii, hypertrofickd nebo dilatacni kardiomyopatie, myopaticky syndrom, svalova
slabost, ataky rhabdomyolyzy pii fyzické zatézi, SIDS, Reye-like ataky, materndlni
HELLP syndrom (hypertension, elevated liver enzymes, low platelets) a AFLP syndrom
(acute fatty liver pregnancy syndrome)

2. susp. sekundarni karnitinovy deficit
u organickych acidurii, u pacienti na nizkobilkovinné dieté, u pacientti s epilepsii
na terapii valprodatem, u pacientti na dlouhodobé parenterdlni vyZivé, pfi poruchach piijmu
potravy, pii ketose a ketoacidéze

3. monitorovani u pacientii na suplementaci karnitinem

Interpretace vysledkii:

1. vyrazné snizena koncentrace volného a celkového karnitinu
u primdrniho karnitinového deficitu

2. zvySena koncentrace volného acelkového Kkarnitinu se sniZzenym podilem
acylovaného karnitinu
u deficitu karnitinpalmitoyltransferazy I (CPT I)

3. sekundarni karnitinovy deficit s normalnim nebo zvysenym podilem acylovanych
karnitini
u vSech ostatnich poruch transportu karnitinu a oxidace mastnych kyselin, u organickych
acidurii, u poruch respiracniho fetézce, u pacienti na nizkobilkovinné dieté, u pacientti
s epilepsii naterapii valprodtem, upacienti nadlouhodobé parenterdlni 1écbe,
pii poruchdch piijmu potravy, pfi ketéze a ketoaciddze

Nélezy mohou byt intermitentni.
Vysetieni je vhodné opakovat v atace dekompenzace.
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Karnitin v mo¢i
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Karnitin v mo¢i

Synonyma

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni radiometrické enzymatické stanoveni, '“C-acetylkarnitin,

karnitinacetyltransferdza
stanovuje se volny, celkovy a acylovany karnitin a pomér
acylovany/volny karnitin

Material mo¢
Preanalytické poznamky -
Jednotky mmol/mol kreatininu
Referencni meze Karnitin volny, celkovy a acylovany v mo¢i
100 — 1000
Pomér acylovany karnitin/volny karnitin v mo¢i
<35

Volny karnitin je témét kompletné resorbovan v rendlnich tubulech.
Acylkarnitiny nejsou resorbovany a jsou vylu¢ovany moci.

Analyza Kkarnitinu v moc¢i jeindikovana, jsou-li patologické hodnoty v séru nebo
pfi monitorovani 1éCby.

Interpretace

Zvysené vylufovani acylkarnitini v mo¢i se objevuje :

u poruch transportu karnitinu, poruch oxidace mastnych kyselin a nékterych organickych
acidurii

u pacientl na terapii valprodtem, pfi ketonurii

Zvysené vylucovani acylkarnitinli v moci spolu s normdlni hladinou karnitinu v séru svédci
pro dobrou detoxikacéni kapacitu.

53



Ketokyseliny
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Ketokyseliny

Synonyma a-ketokyseliny, 2,4-dinitrofenylhydrazinovy (DNPH) test
Typ metody semikvantitativni

Princip stanoveni orientacni test s 2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNPH)
Material mo¢

Preanalytické poznamky DNPH reaguje také s fyziologickymi ketolatkami, ty nutné
se odstrani zahfatim

Jednotky arb. j.

Referen¢ni meze negativni

Test s dinitrofenylhydrazinem (DNPH) zjistuje orientacné pfitomnost o-ketokyselin,
je nespecificky.

Indikaci k vysetfeni je:
1. susp. leucinéza (maple sirup urine disease, MSUD)
tézka forma: unovorozence po kratkém bezptiznakovém obdobi progredujici
encefalopatie (porucha védomi, problémy s krmenim, tonusové zmény, kiece, edém
mozku),
existuji i mirnéjsi a intermitentni formy v pozdéjsim véku s atakami dekompenzace,
je typicky zapach moci
2. orienta¢ni monitorovani kompenzace pacientu s leucinézou,
susp. deficit E3 podjednotky - vyrazny hypotonicky syndrom a ataky laktatové acidézy,
psychomotoricka retardace, mozeckové piiznaky

(98]

Test se také provadi se u kazdého poprvé vysetfovaného pacienta a u vSech pacientl v atace
dekompenzace.

Pozitivni nalez je u leucindzy a deficitu E3 podjednotky.

FaleSné pozitivni nalez byva pfi ketonurii, glykosurii a ve vyrazn¢ koncentrované moci.
Ptitomnost ketoldtek 1ze odstranit zahtatim.

FaleSné negativni nalez muZe byt v malo koncentrované moc¢i nebo mimo ataku obtiZi
u intermitentni formy leucindzy.

Pozitivni nélez je doplnén kvantitativnim vySetfenim (aminokyseliny v séru/plasmé, laktat

v krvi aorganické kyseliny v moci) apoté cilenym enzymatickym a/nebo molekuldrné
genetickym vySetfenim.
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ZKkriZena pozitivita ketolatek a o-ketokyselin

DNPH Ketolatky Sloucenina Piicina
(Phan)

+ - Fenylpyruvéat Klasickd PKU

+ - 2-oxoisovalerat Leucindza

+ - 2-oxoisokaprodt

+ - 2-ox0-3-methylvalerat

(+) - Imidazolpyruvat Histidinémie

+ + Aceton Deficit B-ketothioldzy

- + 2-methylacetoacetat Deficit B-ketothioldzy
Propionovd acidémie

- + Butanon Methylmalonové acidémie

- + Acetoacetit Deficit SCOT

+ - p-hydroxyfenylpyruvat Tyrosinémie typu I a Il
Jaterni onemocnéni

+ - 2-oxobutyrat Malabsorpce methioninu

+ + Pyruvit Laktatova acidoza
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Kreatinin v séru
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Kreatinin v séru

Synonyma -

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni Jaffého reakce, kinetické stanoveni
Material sérum

Preanalytické poznamky stanoveni nenfi zcela specifické a mize byt ovlivnéno
redukujicimi latkami

kinetické méfeni na pocatku reakce omezuje moZnost
interference jinych latek

faleSn¢ sniZené hodnoty v ikterickém séru

Jednotky pmol/l

Referen¢ni meze Vék Koncentrace
<15 let 28 - 80
> 15 let 28 — 100

Kreatinin vznikd neenzymatickou pfeménou z kreatinu a kreatinfosfatu.

Kreatin vznikd z argininu u¢inkem argininglycinaminotransferdzy (AGAT) za vzniku
guanidinoacetatu a S-adenosyl-L-methionin-N-guanidinoacetdtmetyltransferizy (GAMT).
Kreatin je transportovan do bunék kreatinovym transportérem (CRTR).

Kreatin je fosforylovan na kreatinfosfat.

Vétsina celkové télesné zasoby kreatinu a kreatinfosfatu je ve svalech.

Indikace vySetieni

1. vySetieni kreatininu v séru je soucasti vySetieni kyseliny mocové pro vypocet indexi
(index dle Stapletona, exkrecni frakce)

2. susp. porucha syntézy Kkreatinu (mentdlni/psychomotorickd retardace/regres, porucha
vyvoje feci, hypotonie, extrapyramidové ptiznaky, epilepsie, autistické ptiznaky)

Interpretace vysledki

sniZzena koncentrace — u primarnich poruch syntézy kreatinu

sekundarné sniZena koncentrace — pii ubytku svalové hmoty

zvySena koncentrace — u nefropatie, pti rhabdomyolyze a zmnozZeni svalové hmoty
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Kreatinin v moci
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Kreatinin v moc¢i

Synonyma -

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni Jaffého reakce, kinetické stanoveni
Material mo¢

Preanalytické poznamky stanoveni neni zcela specifické a mize byt ovlivnéno
redukujicimi latkami

kinetické méfeni na pocatku reakce omezuje mozZnost
interference jinych latek

koncentrace kreatininu < 1 mmol/l - snizuje pfesnost
kvantifikace latek vylu¢ovanych moci, vysledky nékterych
semikvantitativnich metod mohou byt faleSn¢ negativni
koncentrace kreatininu > 10-15 mmol/l - vysledky nékterych
semikvantitativnich metod mohou byt faleSn¢ pozitivni

Jednotky mmol/l

Referenéni meze: 1,0-5,0

Kreatinin vznikd neenzymatickou pfeménou z kreatinu a kreatinfosfatu.

Kreatin vznikd z argininu uc¢inkem argininglycinaminotransferazy (AGAT) za vzniku
guanidinoacetatu a S-adenosyl-L-methionin-N-guanidinoacetatmetyltransferdizy (GAMT).
Kreatin je transportovan do bun¢k kreatinovym transportérem (CRTR).

Kreatin je fosforylovan na kreatinfosfit.

Vétsina celkové télesné zasoby kreatinu a kreatinfosfatu je ve svalech.

Indikace vySeti‘eni
Vysetieni se provadi v kazdém piijjatém vzorku moce pro standardizaci vylucovani latek

moci.

Interpretace
Koncentrace v moci je ovlivnéna pitnym reZimem, mnoZzstvim svalové hmoty a funkci ledvin.
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Kyselina fenylpyrohroznova
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Kyselina fenylpyrohroznova
Synonyma fenylpyruvat

Typ metody semikvantitativni

Princip stanoveni Fgllingliv orientacni test s chloridem Zelezitym
Material mo¢

nespecifickd zkouska
pozitivni barevnd reakce i s dalSimi latkami (viz niZe)
nespecifické barevné reakce s metabolity 1€k (viz nize)

Preanalytické poznamky

Jednotky arb. j.

Referen¢ni meze negativni

Fenylpyruvat (a také fenylacetat a fenyllaktat) se hromadi jako produkt patologického
metabolismu u klasické formy fenylketonurie pti vysoké koncentraci fenylalaninu v krvi (cca

P2

nad 1200 pmol/l nebo vyssi) pii vyznamném deficitu jaterni fenylalaninhydroxylazy.

Vysetieni se provadi pti podezieni na fenylketonurii.

Pozitivni nédlez je doplnén kvantitativnim vysetfenim fenylalaninu v séru.

Provadi se ukazdého poprvé vysettovaného pacienta jako soucdst screeningu pii dodéni
dostate¢ného mnoZstvi moce.

Chlorid Zelezity vytvaii s oxokyselinami v roztocich rizné barevné komplexy.

Tato reakce byla jako tzv. Fgllingiiv test pouZivdna pro zachyceni pacienti s klasickou
fenylketonurii, nebot s reakci skyselinou fenylpyrohroznovou vznikd zelené¢ zbarveny

komplex.

Barva Sloucenina Piifina

Zelend az modra Kyselina fenylhroznova Klasickda PKU
Kyselina Histidinémie
imidazolhroznova Feocytochrom
Katecholaminy Xanthurenova acidurie
Kyselina xanthurenova

Docasné Homogentisat Alkaptonurie

modrozelend

Nazelenale Seda Vétvené oxokyseliny Leucinéza

Zelend 4-hydroxyfenylpyruvat Tyrosinemie typu I a Il

Sed4 az Cerna Melanin Melanom

Temn¢€ zelena

Bilirubin

Konjugované hyperbilirubinurie

Tresnove ¢ervena

Acetoacetat

Diabeticka ketoaciddza
Deficit B-ketothiolazy

Purpurové az hnéda

2-oxobutyrat

Malabsorpce methioninu

zelena

Purpurovéa Ketolatky Deficit B-ketothiolazy
Salicylaty Léky
Purpurova nebo Fenothiazin Léky
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Kyselina metylmalonova
; Zdenék Cdnsky, Sylvie Stastnd, Petr Chrastina
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Kyselina metylmalonova
Synonyma -
Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni

SID GC/MS, extrakce do etylacetétu, trimethylsilylace,

vnitini standard deuterovand kyselina methylmalonova

Material plazma
Preanalytické poznamky
Jednotky umol/l

Referen¢ni meze

individudlni hodnoceni u jednotlivych pacientti

Indikaci k vysetfeni je monitorovani pacientil s definovanou methylmalonovou acidémii.

Piiciny zvySeného vylu¢ovani kyseliny metylmalonové:

N =

adenosylkobalaminu
deficit vitaminu By,
4. deficit transkobalaminu II

bt

metylmalonova acidurie z deficitu metylmalonyl-CoA mutazy
poruchy metabolismu vitaminu B, (kobalaminové deficity) s poruchou

syntézy
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Kyselina mocova
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Ivan Sebesta
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Kyselina mocova

Synonyma uraty

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni enzymatické fotometrické stanoveni, 546 nm, urikdza,
peroxiddza

Material sérum, moc¢

Preanalytické poznamky standardizované vySetieni kyseliny mocové a purinového
metabolismu se provadi po 3 denni bezpurinové dieté

pfed odlitim vzorku moci je nutné cely objem moci v nddobé
dikladn¢ promichat, aby v odlitém vzorku i ve zbylé moci

v nadobé byla stejna koncentrace kyseliny mocové

vysledky stanoveni nejsou ovlivnény piitomnosti kys.

askorbové
Jednotky pmol/l (sérum), mmol/l (moc)
Referen¢ni meze Sérum
Vék Koncentrace

< 6 tydnt 140 — 340
6 tydnti — 15 let 120 =340
muzi > 15 let 120 - 416
Zeny > 15 let 120 - 340

Kyselina mocova je u ¢lovéka kone¢nym metabolitem v katabolismu purind. Je ve velkych
kvantech vylu¢ovana moci.

Puriny jsou obsaZeny ve vétSin€é potravin (nejvice ve vnitinostech) a vznikaji v téle
pfi rozpadu bunék.

Opakované zjisSténé patologické hodnoty kyseliny mocové v séru, zvySené 1 snizené, ukazuji
na moznou poruchu metabolismu purini a jsou indikaci k souasnému vySetifeni kyseliny
mocové v séru a moci a k vySetfeni purinového metabolismu.

Po vylouceni sekundarnich pficin je indikovano cilené enzymatické vySetieni.

Dé&di¢né poruchy metabolismu purina je nutné potvrdit na enzymatické a/nebo molekuldrné

genetické drovni.

Diferencialni diagnostika hyperurikémie

1. familidarni dna, zejména u Zen v mladém véku, akutni dnava arthritis, urolitidza, zvl.
familiarni, familiarni intersticialni nefritida

2. kompletni deficit hypoxantinfosforibosyltransferdzy (HPRT) (Lesch-Nyhantv syndrom)

— psychomotorickd retardace, kiefe, automutilace, extrapyramidové symptomy, dna,

urolitidza, dnava nefropatie

parcidlni deficit HPRT (Kelley-Seegmillertiv syndrom) — bez neurologickych symptomii

4. zvysena aktivita fosforibosylpyrofosfatsyntetizy (PRPPs) — ataxie, psychomotoricka
retardace, dysmorfie, hluchota, dna, urolitidza, dnava nefropatie

(98]
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5.

6.

familiarni juvenilni hyperurikemickd nefropatie (FJHN) — dna, progresivni nefropatie
s chronickym renalnim selhanim, autosoméln¢ dominantni dédi¢nost
glykogendzy jaterni i svalové aj. sekundarni hyperurikémie

Diferencialni diagnostika hypourikémie

1.
2.

»

xanthinurie (deficit xanthinoxiddzy) — xanthinova urolitidza

kombinovany deficit xanthinoxiddzy a sulfitoxiddzy - xanthinovd urolitidza,
psychomotorické retardace, kieCe, ataxie, dislokace o¢ni cocky

deficit purinnukleosidfosforylazy — SCID, imunodeficit s postiZenim bunéc¢né imunity
deficit fosforibosylpyrofosfatsyntetizy (PRPPs) — mentdlni retardace, kiece,
megaloblastickd anémie

dédi¢nd rendlni hypourikémie — izolovana hypourikémie
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Kyselina mocova — Index podle Kaufmana
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Ivan Sebesta
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Kyselina mocova - Index podle Kaufmana
Synonyma IK

Typ metody vypoctova

Princip stanoveni IK = kyselina mo€ovd v moci / kreatinin v mo¢i
Material mo¢

Preanalytické poznamky mo¢ by méla byt pfiméfené koncentrovana
(kreatinin v moci 1-10 mmol/I)

Jednotky -
Referen¢ni meze Vék Hodnota
< 2 mésice 0,10 -1,80
2 mésice — 2 roky 0,10 - 1,60
2 -8 let 0,10 - 1,00
8 — 15 let 0,10 -0,80
> 15 let 0,10 -0,45

Index podle Kaufmana (IK) uddva vylucovani kyseliny mocové moci.
Je uréen k dynamickému vysetieni kyseliny mocové a metabolismu purint.

Interpretace vysledki

Zvysené vylucovani muze znamenat hyperurikurii pfi endogenni nadprodukci kyseliny
mocové, napt. z deficitu hypoxantinfosforibosyltransferdzy (HPRT) ¢i pii zvySené aktivité
fosforibosylpyrofosfatsyntetazy (PRPPs).

SnizZené vylucovani — piic¢inou muze byt dédicna xanthinurie z deficitu xanthinoxidazy nebo
kombinovany deficit xanthinoxidéazy i sulfitoxidazy

viz téZ Kyselina moc¢ova
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Kyselina mocova - Index podle Stapletona
; Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Ivan Sebesta
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Kyselina mocova - Index podle Stapletona

Synonyma IS

Typ metody vypoctova

Princip stanoveni IS = (kyselina mo€ovd v moci / kreatinin v mo¢i) x kreatinin
v séru

Material sérum, mo¢

Preanalytické poznamky -

Jednotky umol/1

Referencni meze < 100

Index podle Stapletona (IS) hodnoti vylu¢ovani kyseliny mocové ve vztahu ke kreatininu
v séru.
Slouzi k dynamickému vySetteni kyseliny mocové a metabolismu purini.

ZvySené hodnoty mohou znamenat hyperurikurii pfi endogenni nadprodukci kyseliny
mocové, napt. z deficitu hypoxantinfosforibosyltransferazy (HPRT) ¢i pfi zvySené aktivité

fosforibosylpyrofosfatsyntetizy (PRPPs).

viz téZ Kyselina mocova
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Kyselina mocova - Exkre¢ni frakce
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Ivan Sebesta
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Kyselina moc¢ova

Exkrecni frakce kyseliny moc¢ové
Synonyma EFxm
Typ metody vypoctova

Princip stanoveni

EFxum = (kys. mocova v moci : kreatinin v moc¢i) x (kreatinin
v séru : kys. mocCovd v séru) x 100

Material sérum, moc¢
Preanalytické poznamky -
Jednotky %
Referen¢ni meze Vék Hodnota
< 6 tydnti 17,0 -41,0
6 tydnll — 1 rok 14,0 — 34,0
1 — 3 roky 9,0-21,0
3-13let 7,0-18,0
muzi > 13 let 4,0-12,0
Zeny > 13 let 6,0-15,0

Indikaci k vySetfeni je susp. familiarni dna, hyperurikémie, hyperurikemickd nefropatie,
susp. dédi¢nd rendlni hypourikémie.

Snizeni EFky nachdzime u familidrni juvenilni hyperurikemicka nefropatie (FJHN).
Vyrazné zvySeni EFky nachdzime u dédi¢né rendlni hypourikémie.

viz tézZ Kyselina mocova
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Kyselina orotova

) Eva Kostdlovd, Josef Bdrtl, Sylvie Stastnd, Petr Chrastina
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Kyselina orotova
Synonyma -
Typ metody kvantitativni stanoveni

Princip stanoveni

fotometrické stanoveni pti 480 nm
s p-dimethylaminobenzaldehydem po odsoleni moci
na ionexu, bromaci a redukci kys. askorbovou

Material

mo¢

Preanalytické poznamky

nutné uvést 1é€ky (allopurinol)

u intermitentni symptomatologie je nutné vysetfit také moc
z akutni ataky

Jednotky mmol/mol kreat.

Referenc¢ni meze Vék Vylucovani
< 1 rok <6,6
1—-10let <35
> 10 let <24

Cyklus mocoviny je hlavni metabolicka cesta k vylouceni nepotfebného dusiku.

Do cyklu vstupuje toxicky amoniak podob¢ karbamoylfosfatu, z cyklu vystupuje netoxicka
mocovina, kterd se vyluCuje moci. Cely cyklus je pfitomen pouze v jatrech, castecné
v mitochondrii, ¢aste€né v cytosolu.

Dusledkem bloku v cyklu mo¢oviny je hyperamonémie.

Cyklus mocoviny tzce souvisi sdalSimi metabolickymi cestami intermedidrniho
metabolismu, proto se hyperamonémie muze objevit i u transportnich poruch intermedidrnich
metaboliti cyklu mocoviny — uintolerance bilkovin s lysinurii (LPI), HHH syndromu
(hyperammonémie, hyperornithinémie, homocitrulinurie), deficitu citrinu (citrulinémie typu
I), déle uorganickych acidémii, poruch oxidace mastnych kyselin, jinych dé&di¢nych
metabolickych poruchdch a pii sekundarnich poruchéch.

Kyselina orotova je intermediarni metabolit, ktery spojuje cyklus mocoviny s de novo
syntézou pyrimidint.

Kyselina orotova se hromadi piibloku v cyklu mocoviny distdlné od karbamoylfosfatu,
hlavn€¢ udeficitu ornithintranskarbamoyldzy (OTC, X-vdzané onemocnéni), dale
u citrulinémie, argininojantarové acidurie adeficitu argindzy, muze se hromadit
iu transportnich poruch intermedidrnich metaboliti cyklu mocoviny. U téchto poruch
se hromadi v mitochondrii karbamoylfosfat, ktery ptechdzi do cytosolu a zde se v de novo
syntéze pyrimidind metabolizuje na kyselinu orotovou, orotidin a uridin.

Zvysené vylucovani kyseliny orotové muze byt intermitentni, proto je dulezité opakované
vySetieni, zvlasté v obdobi akutni dekompenzace.

VyluCovani kyseliny orotové muze byt v mezidobi u mirného deficitu OTC u muza
a u heterozygotnich Zen-prenaSecek normdlni.
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Test s alopurinolem

Podani alopurinolu vede k vzestupu biosyntézy pyrimidinii blokddou
uridinmonofosfatsyntazy (UMPS), enzymu, ktery katalyzuje pfeménu kyseliny orotové
na uridinmonofosfat.

Blokada vede v ptipad¢ pozitivniho ndlezu k vyraznému vzestupu vyluCovani kyseliny
orotové a jejtho metabolitu orotidinu.

Test se pouziva zejména k detekci Zen-heterozygotek pro deficit OTC nebo mirné formy
deficitu OTC umuzi, kde nejsou specifické zmény v koncentraci nebo vyluovani
aminokyselin, v piipadech nejasné tranzitorni nebo intermitentni hyperamonémie, nejasnych
atak komatu, encefalopatie, mentalni retardace nebo regresu u obou pohlavi.

Pozitivni ndlez byl kromé u deficitu OTC zjistén také u jinych genetickych poruch, vcetné
poruch transportu aminokyselin, poruch syntézy kreatinu a mitochondridlnich poruch
a Rettova syndromu.

Negativni nalez (normdlni vylucovani kyseliny orotové) nemtzZe zcela vyloucit heterozygotii
pro deficit OTC u Zen, nebot mozaicismus v jatrech (lyonizace) miiZze byt posunut
ve prospéch normdlnich hepatocyti do té miry, Ze znemoZiuje detekci prednaSeCstvi
X-vazanych poruch.

Indikaci k vySetieni je:

hyperamonemie

susp. deficit OTC

susp. dal$i poruchy cyklu moc¢oviny

susp. HHH syndrom (hyperammonémie, hyperornithinémie, homocitrulinurie)

susp. intolerance bilkovin s lysinurii (LPI)

susp. deficitu citrinu (citrulinémie typu II)

zatézovy test s allopurinolem k detekci heterozygotek pro deficit OTC

susp. dédicnd orotovd acidurie =z deficitu uridinmonofosfitsyntizy (UMPS) -
megaloblastickd anemie rezistentni na 1é¢bu, urolitidza

NN AE DD =

Interpretace zvySeného vylucovani kyseliny orotové

1. dédicné metabolické poruchy se zvySenou produkci karbamoylfosfatu - deficit OTC,
citrulinémie, argininojantarovd acidurie, argininémie, HHH syndrom, LPI, deficitu citrinu
(citrulinémie typu II)

2. dé&di¢na orotova acidurie z deficitu UMPS

3. sekundarné zvysené vylucovani

Pozitivni nalez je nutné doplnit kvantitativnim vySetfenim (aminokyseliny v séru/plasmé,
moci, puriny apyrimidiny v moci), event. cilenym enzymatickym nebo molekuldrné
genetickym vySetfenim.

Analyza mutaci v genu pro OTC by méla byt zvazovana, zustava-li deficit OTC i pres
negativni test s alopurinolem jednou z diagnostickych moZnosti.
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Kyselina sialova
; Jana Ledvinovd, Sylvie Stastnd, Milan Elleder
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Kyselina sialova
Synonyma -
Typ metody kvantitativni
Princip stanoveni fotometrickd metoda, 549 nm, s kyselinou 2-thiobarbiturovou
Material mo¢
Preanalytické poznamky -
Jednotky mmol/g kreatininu
Referen¢ni meze Volna Celkova
Vék kyselina sialova | kyselina sialova
0 — 6 m&sict 1,06 + 0,64 1,97 £ 1,05
7 mésict — 1 rok 0,79 £ 0,50 1,49 £ 0,82
1 — 2 roky 0,55+ 0,24 1,01 £0,46
2 roky — 5 let 0,44 + 0,20 0,84 £ 0,30
5-10let 0,24 +0,14 0,41 £0,23
> 10 let 0,21 +£0,11 0,35+ 0,21

Kyselina sialova je transportovadna z lysosomu za ticasti transportniho proteinu sialinu.

Indikace k vysSetfeni:
susp. zvySené vylucovani kyseliny sialové u poruchy jejitho transportu ptes lysosomdlni
membranu:
1. infantilni forma (ISSD - infantile free sialic acid storage disease)
casné neprospivani, hepatosplenomegalie, t€Zka psychomotorickd retardace, facidlni
dysmorfie s hrubSimi rysy obli¢eje, dysostosis multiplex
2. pozdéjsi forma (Salla disease)
po bezptiznakovém obdobi opozd'ovani psychomotorického vyvoje az regres, ataxie

Pozitivni nalez je specificky pro obé formy poruchy transportu kyseliny sialové ptes

lysosomdlni membranu.
Soucasné¢ byva zvySené vyluCovani sialyloligosacharidii v mo¢i, viz Oligosacharidy.

67



Laktat a pyruvat
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Laktat a pyruvat

Synonyma kyselina mlé¢nd a kyselina pyrohroznova

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni enzymatické spektrofotometrické stanoveni, 340 nm,
laktatdehydrogendza, NAD, NADH

Material krev (laktat, pyruvat), likvor (laktat), moc (laktat)

Preanalytické poznamky odbér krve bez ischemizace koncetiny do dvojndsobného
objemu studené 8% kyseliny chloristé, ditkladn¢ protfepat,
transport zkumavky v malém mnozZstvi vody s ledem,
centrifugovat, odsat deproteinat

stanovuje se pouze L-laktat (nikoliv D-laktét)

metabolickd acid6za se objevuje az pii koncentraci laktatu
v krvi > 5 mmol/l

spolecny odbér pro stanoveni laktatu, pyruvatu

a 3-hydroxybutyratu v krvi

pomér L/P v krvi = koncentrace laktitu / koncentrace

pyruvatu
pomér L/P se vypocte pouze v piipad¢ zvysené koncentrace
laktatu
Jednotky mmol/l (krev, likvor), mmol/mol kreat. (mo¢)
Referen¢ni meze: Laktat - krev < 2,0, hrani¢ni 2-3
Laktat - likvor < 2,0, hrani¢ni 2-3
Laktat - mo¢
Vék Vylucovani
< 1 mésic < 150
1 — 6 mésict < 100
6 mésici — 2 roky <70
2 —10let <40
> 10 let <30

Pomér laktat/pyruvat 10 — 20

Laktat a pyruvat jsou fyziologické metabolity v intermediarnim metabolismu sacharidd.
Jejich hladiny v plasm€ odrazeji rovnovdhu mezi jejich produkci béhem glykolyzy
v cytoplasmé a jejich spotfebou v mitochondriich.

Hladiny laktdtu a pyruvétu v krvi a pomé&r L/P odréazeji redox stav buné€k v cytosolu.

Laktat se hromadi v krvi pfi kardiopulmonalni dysfunkci rizné etiologie a pfi dalSich
stavech, muze byt i svalového piivodu. Tyto stavy musi byt vylouceny ptedtim, neZ se zacne
patrat po dédi¢nych poruchich oxidace laktitu a pyruvétu.

Hladina laktatu neumoZzni rozliSit jeji pfi¢inu. Nékteré ziskané poruchy jsou spojeny s velmi
vysokymi hladinami, kdeZto u nékterych DMP laktatového/pyruvatového metabolismu jsou
hladiny jen mirn¢ zvyseny. Také nutri¢ni stav ma vliv na hladiny laktatu a pyruvatu.

Zvysend hladina laktatu v nepfitomnosti infekce a tkanové hypoxie je vyznamny nédlez. Mirné
zvySeni koncentrace je Casto pozorovdno u organickych acidémii a hyperamonémii, vysoké
hladiny jsou Casté u hypoxie.
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Hladiny laktatu v krvi kolisaji, je zndmo, Ze i u pacientll se zndmou mitochondridlni poruchou
neni koncentrace laktatu vzdy zvySena.

U intermitentni laktatové acidézy nemusi byt soucasné hyperlaktacidémie a hyperlaktacidurie.
V likvoru muze byt zvySend koncentrace laktitu u mitochondridlnich encefalopatii i bez
hyperlaktacidémie.

Tato metoda nestanovuje D-laktat, ktery jetvofen stievnimi bakteriemi. Vznika
pfi malabsorbci nebo syndromu kratkého stfeva, pacienti mivaji metabolickou acidézu
a masivni laktatovou acidurie, zjiSt€nou analyzou mocovych organickych kyselin (stanovuje
L- i D-laktat).

Kratka 1éc¢ba perordlnim neomycinem nebo metronidazolem vede k rychlému poklesu tvorby
D-laktétu a ustupu metabolické aciddzy i laktatové acidurie.

Hromadéni pyruvatu nevede k vyraznému zvyseni koncentrace pyruvatu, ale k jeho pfeméné
najeho dva metabolity, laktit a alanin. Koncentrace alaninu neni faleSn¢ zvySend
pii nevhodném odbéru. Stanoveni pyruvétu je dulezité pro posouzeni poméru koncentraci
laktat/pyruvat v krvi.

Indikaci k vySetfeni laktitu a pyruvatu jsou metabolicka aciddza, susp. laktatova acidéza —
ataky dekompenzace, Kussmaulovo dychani, hepatomegalie, myopatie, encefalopatie,
psychomotorickd retardace az regres, hypoglykémie, hyperurikémie.

Pric¢iny laktatové acidozy (L-laktat):

1. primarni laktatové acidozy

poruchy metabolismu glykogenu v jatrech (glykogendzy)

poruchy jaterni glukoneogeneze

poruchy oxidace laktitu na pyruvat

deficit pyruvatdehydrogenazy (PDH)

poruchy Krebsova cyklu

poruchy respiracniho fetézce

2. sekundarni laktatové acidézy u DMP

organické acidurie (metylmalonova, propionovd, izovalerova, 3-hydroxy-3-metylglukotanova
a pyroglutamova)

poruchy cyklu mocoviny (zejména citrulinémie)

poruchy oxidace mastnych kyselin

3. ostatni sekundarni laktatové acidozy

hypoxémie, hypoventilace, porucha cirkulace, S0k, sepse, srde¢ni a plicni onemocnéni,

jedy poskozujici bunéCnou respiraci

anaerobni cviceni, kiecCe, kiik déti pii odbéru (k vzestupu koncentrace v krvi nedochdzi
u poruch glykogenolyzy a glykolyzy ve svalech), chronickd infekce (zv1asté mocovych cest),
prijmy, hepatopatie, poruchy vyzivy

Piiciny zvySeného poméru laktat/pyruvat:

1. deficit pyruvatkarboxyldzy (PC) (izolovaného nebo sekundérniho pfi deficitu biotinidazy
nebo holokarboxylazysyntetazy)

2. deficit a-ketoglutardtdehydrogenazy

3. poruchy respira¢niho fetézce

Je-li zvySena koncentrace pyruvatu spojena s normalnim nebo sniZenym pomérem L/P,

je vhodné zvazit bez ohledu na hladinu laktatu diagnézu deficit pyruvatdehydrogenazy

(PDH) nebo poruchu prenasece pyruvatu.

Pri¢inu laktitové acidézy je nutné potvrdit na drovni metabolitii/enzymu/proteinu/DNA/
/mtDNA.
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Mukopolysacharidy semikvantitativné v moci
_ Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Josef Bdrtl, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Mukopolysacharidy (MPS) semikvantitativné
v mo¢i

Synonyma screening mukopolysacharidi v moci
glykosaminoglykany (GAQG)

Typ metody semikvantitativni

Princip stanoveni screeningovy test s azurovou modi{

Material mo¢

Preanalytické poznamky

vysledek vySetfeni je ovlivnén koncentrovanosti moce

u vyrazn¢ koncentrovanych moci (koncentrace kreatininu nad
10-15 mmol/l) je riziko faleSné€ pozitivniho vysledku

s ndlezem zvySeného vylu¢ovani mukopolysacharidi

v nedostate¢n¢ koncentrované moci (koncentrace kreatininu
pod 1 mmol/l) neni vysetieni touto metodou spolehlivé

a je riziko fale$né€ negativniho vysledku

pred odlitim vzorku moci je nutné cely objem moci v nddobé
dikladn€ promichat, aby v odlitém vzorku i ve zbylé moci

v nddobé byla stejnd koncentrace mukopolysacharid

Jednotky

arb. j.

Referencéni meze

negativni

Mukopolysacharidy (MPS, glykosaminoglykany, GAG) jsou zdkladnimi

sloZkami

pojivovych tkani véetné chrupavek a cévnich stén.
Mukopolysacharidy v mo¢i pochédzeji z rozpadlych tubuldrnich bunék.
Mukopolysacharidézy (MPS) jsou dédicné poruchy degradace mukopolysacharida

v lysosomech.

Indikaci k vySetfeni je podezieni na sttddavé onemocnéni ze skupiny mukopolysacharid6z
u pacientit s facidlni dysmorfii s hrub$Simi rysy, kostnimi deformitami, retardaci nebo
regresem psychomotorického vyvoje, hepatosplenomegalii, zdkaly rohovek, herniemi.

Vysetteni se provadi se u kazdého poprvé vysetfovaného pacienta, je-li doddno dostate¢né

mnozstvi moce.

Interpretace

Pti pozitivnim ndlezu je doplnéno kvantitativni a event. i elektroforetické vySetfeni moce.
Specificky zvySené vylu€ovani nachdzime u mukopolysacharidéz.

Nespecificky zvySené vyluCovani nachdzime urachitida, revmatismu, myokarditida,
u pacientl v t€Zkém stavu na intenzivni terapii, pfi kortikoterapii nebo 1é¢b¢ heparinem.
Fyziologicky nélez nevylucuje diagn6zu mukopolysacharidézy.
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Mukopolysacharidy kvantitativné v moci
_ Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Josef Bdrtl, Eva Kostdlovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Mukopolysacharidy (MPS) kvantitativné v moci

Synonyma glykosaminoglykany (GAG)

Typ metody kvantitativn{

Princip stanoveni fotometrické stanoveni, 520 nm, dimethylmethylenova modf,
modifikovand metoda s TRIS

Material mo¢, sbér moci

Preanalytické poznamky vylucovani mukopolysacharidil kolisd béhem dne a klesa

s v€kem, k vySetfeni je proto vhodny vzorek z kratkodobého
sbéru nebo vice porci moce

pfed odlitim vzorku moci je nutné cely objem moci v nddobé
dtkladn¢ promichat, aby v odlitém vzorku i ve zbylé moci

v nddobé¢ byla stejnd koncentrace mukopolysacharidii

Jednotky g/mol kreat.

Referencni meze Vék Vylu¢ovani

< 6 mésicll < 50,0

6 mésicu — 1 rok < 30,3

1 — 2 roky <264

2 — 4 roky < 18,4

4 —6let < 15,5

6 — 8 let <12,8

8 — 10 let < 10,0

10 — 18 let <77

> 18 let <4,6

Mukopolysacharidy (MPS, glykosaminoglykany, GAG) jsou zdkladnimi sloZkami
pojivovych tkani v€etné chrupavek a cévnich stén.

Mukopolysacharidy v moc¢i pochédzeji z rozpadlych tubuldrnich bun¢k.
Mukopolysacharidézy (MPS) jsou dédicné poruchy degradace mukopolysacharidl
v lysosomech.

Indikaci k vySetieni je podezieni na stfddavé onemocnéni ze skupiny mukopolysacharid6z
u pacientti s facidlni dysmorfii s hrubSimi rysy, kostnimi deformitami, retardaci nebo
regresem psychomotorického vyvoje, hepatosplenomegalii, zdkaly rohovek, herniemi.
Vysetteni slouZzi k ovéteni zvySeného vylucovani zjisténého orientacnim vysetienim.
Interpretace

Specificky zvySené vylu€ovani nachdzime u mukopolysacharid6z.

Nespecificky zvySené vylufovani nachdzime urachitidy, revmatismu, myokarditidy,
u pacientl v tézkém stavu na intenzivni terapii, pfi kortikoterapii nebo 1é¢b¢ heparinem.

Zvysené vylucovani mukopolysacharidi bude doplnéno elektroforetickym vySetfenim
mukopolysacharida a vySetienim oligosacharidi v moci.

Fyziologicky nalez nevyluCuje diagnosu mukopolysacharidozy, zvlast€¢ u vétSich déti
a dospélychau MPS Il a IV.

Pii pretrvdvajicim podezieni na MPS je nutné provést cilené enzymatické vySetfeni
i pti fyziologickém vylucovéani mukopolysacharidi.
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Mukopolysacharidy kvalitativné (elektroforéza) v moci
_ Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Josef Bdrtl, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Mukopolysacharidy kvalitativné (elektroforéza)
v moci

Synonyma glykosaminoglykany (GAG)

Typ metody kvalitativni, profilova

Princip stanoveni izolace s cetylpyridinium chloridem, jednorozmé&rna
elektroforéza, barveni alciAnovou modii

Material mo¢, sbér moci

Preanalytické poznamky vySetieni se provadi v dostatecné koncentrované moci

(koncentrace kreatininu < 1 mmol/I)

pred odlitim vzorku moci je nutné cely objem moci
v nddob¢ dikladn€ promichat, aby v odlitém vzorku
i ve zbylé moci v nddob¢ byla stejnd koncentrace
mukopolysacharidi

Jednotky -

Referen¢ni meze vzdy jsou pfitomny chondroitinsulfaty (CS)
heparansulfat (HS) a dermatansulfat (DS) miiZe byt
ve stopdch, ptitomnost keratansulfatu (KS) je vzdy
patologicka

Mukopolysacharidy (glykosaminoglykany, GAG) jsou zdkladnimi slozkami pojivovych
tkani véetné chrupavek a cévnich stén.

Mukopolysacharidy v mo¢i pochazeji z rozpadlych tubularnich bunék.
Mukopolysacharidézy (MPS) jsou dédicné poruchy degradace mukopolysacharidd
v lysosomech.

Indikaci Kk vySetieni je podezieni na stfddavé onemocnéni ze skupiny MPS u pacienti
s facidlni dysmorfii s hrubSimi rysy, kostnimi deformitami, retardaci nebo regresem
psychomotorického vyvoje, hepatosplenomegalii, zdkaly rohovek, herniemi.

Vysetteni slouzi k posouzeni frakci MPS separovanych elektroforeticky.

Interpretace

Vysetieni stanovuje jednotlivé frakce mukopolysacharidii a slouZi k predbézné typizaci MPS:
THS, (TDS); HS > DS — nlez je susp. pro MPS III

TDS, (THS); DS > HS - nilez je susp. pro MPS I, Il nebo VI

TKS - nilez je susp. pro MPS IV

TCS, (TDS, THS) — nélez je susp. pro MPS VII

Diagnostika MPS 1V je obtiznd, v dospélosti je u ne¢kterych pacientti vylu¢ovani KS pod mezi
detekce.

Fyziologicky nélez nevylucuje diagné6zu MPS, pii trvajicim podezieni na MPS je nutné
provést cilené enzymatické vysetteni.

Vysetteni bude doplnéno vysSetfenim oligosacharidi v moci.

Typ MPS musi byt stanoven enzymatickym vySetienim.
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Mukopolysacharidy kvantitativné v plodové vodé
_ Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Josef Bdrtl, Eva Kostdlovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Mukopolysacharidy kvantitativné v plodové vodé

Synonyma glykosaminoglykany (GAG)

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni fotometrické stanoveni, 520 nm, dimethylmethylenova modt,
modifikovand metoda s TRIS

Material plodové voda

Preanalytické poznamky 10 ml supernatantu plodové vody

Jednotky mg/l

Referen¢ni meze <40,5

Vysetteni se provadi v ramci prenatalni diagnostiky pro riziko mukopolysacharidézy.
Zvysené vylucovani mukopolysacharidi bude doplnéno elektroforetickym vySetfenim
mukopolysacharidi v plodové vodé.

Vysetteni dopliuje vysledek enzymatického, elektronmikroskopického event. molekuldrné
genetického vysetieni.

Negativni vySetfeni nevylucuje MPS u plodu, je nutno vyckat na vysledky dalSich uvedenych
vySetieni.
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Mukopolysacharidy kvalitativné (elektroforéza) v plodové vodé
_ Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Josef Bdrtl, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Mukopolysacharidy kvalitativné (elektroforéza)
v plodové vodé

Synonyma glykosaminoglykany (GAG)

Typ metody kvalitativni, profilova

Princip stanoveni izolace s cetylpyridinium chloridem, dvourozmérna
elektroforéza, barveni alciAnovou modii

Material plodova voda

Preanalytické poznamky 10 ml supernatantu plodové vody

Jednotky -

Referenc¢ni meze vZdy jsou pfitomny chondroitinsulfaty a kyselina hyaluronova

Vysetieni se provadi v ramci prenatalni diagnostiky pro riziko mukopolysacharidézy.
Vysetieni nelze pouZzit pro diagn6zu MPS IV a VIL

Vysetteni stanovuje jednotlivé frakce mukopolysacharida a slouZzi k typizaci MPS:

MPS L, II, VI - TDS, (THS)

MPS 111 - THS, (TDS)

Vysetteni dopliiuje vysledek enzymatického, elektronmikroskopického event. molekuldrné
genetického vySetfeni.

Negativni vysetieni nevylucuje MPS u plodu, je nutno vyckat na vysledky dalSich uvedenych
vySetieni.
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Oligosacharidy, sialyloligosacharidy
) Eva Kostdlovd, Petr Chrastina, Sylvie Stastnd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Oligosacharidy, sialyloligosacharidy
Synonyma -

Typ metody kvalitativni, profilova

Princip stanoveni TLC, detekce orcinolem, resorcinolem, ninhydrinem
Material mo¢, sbér moci (nejlépe 12 hodinovy)

Preanalytické poznamky | vyluovdni oligosacharidi klesa s vékem

vysokd koncentrace soli a barviv (orcinolpozitivni latky)

v moc¢i zpusobuje sniZenou transparenci chromatogramu

a znemoZiuje spravnou interpretaci nalezu

vysoka koncentrace soli zpiisobuje zdeformovani frakci

a znemoZiuje spravnou interpretaci nalezu

k vysetteni je vhodny vzorek z 12 hodinového sbéru, protoze
vylu€ovani oligosacharidli kolisd béhem dne

pied odlitim vzorku moci je nutné cely objem moci v nddob¢
dikladn€ promichat, aby v odlitém vzorku i ve zbylé moci

v nadob¢ byla stejnd koncentrace oligosacharidii

Jednotky -

Referen¢éni meze -

Vyznamnd ¢ast lysosomdlnich stfddavych poruch zplisobuje hromadéni specifickych
oligosacharidii, které mohou byt kvalitativné detekovany v moci tenkovrstevnou
chromatografii. Kvantitativni analyza je dostupnd pouze pro volnou kyselinu sialovou
pro diagnostiku choroby se stfdddnim kyseliny sialové (infantilni forma ISSD — infantile free
sialic acid storage disease a pozdé¢jsi forma Salla disease).

Zdrojem oligosacharidli v mo¢i jsou zejména tubuldrni bunky ledvin.

Indikaci k vySetfeni je podezieni na stfddavé onemocnéni ze skupiny glykoproteinéz nebo
lipid6z (enzymatické poruchy v odbourdvani oligosacharidii a lipidii v lysosomech), které
maji za ndsledek stfddani inkompletné¢ odbouranych substrata.

Hodnoceni profilu oligosacharidii:

1. vysoce specifické nalezy

o-mannosidéza, P-mannosidéza, fukosidéza, Gy gangliosidéza, Schindlerova choroba,
sialiddza, galaktosialidéza, aspartylglykosaminurie

2. méneé specifické nalezy

glykogenéza II, mukolipidéza I, Gaucherova choroba, Gy gangliosiddza,
mukopolysacharidéza I

Analyza oligosacharidu umoziiuje diagnostiku téchto poruch:

fukosidézy, o--mannosidézy, B-mannosidézy, aspartylglykosaminurie, Schindlerovy choroby,
sialidézy, Gmi- a Gwmp-gangliosidézy, galaktosialidézy, Gaucherovy choroby, Pompeho
choroby a choroby se stfddanim kyseliny sialové.
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Hodnoceni

Patologicky ndlez u tenkovrstevné chromatografie mize byt variabilni a hodnoceni byva
obtizné. Vsechny piipady (nejcastéji adultni formy) nemuseji byt zachyceny.

Nalez u kojencii na matefském mléce miZe pfipominat o-mannosidézu.

Zvysené vyluCovani sialyloligosacharidi by mélo byt doplnéno vysetienim kyseliny sialové
v moci — viz Kyselina sialova.

Positivni ndlez je vZzdy nutné ovéfit enzymatickym vysetienim.

Je-li u pacienta z klinického obrazu podezfeni na konkrétni stfddavé onemocnéni ze skupiny
glykoprotein6z nebo  lipidéz, jenutné provést cilené enzymatické vysSetfeni
i pfi fyziologickém profilu oligosacharidi a sialyloligosacharidt
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Organické kyseliny v séru/plazmé
Zd@nék Cdnsky, Lucia Varholdkovd, Eva Kostdlovd, Petr Chrastina
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Organické kyseliny v séru/plasmé
Synonyma -
Typ metody profilovda, semikvantitativni

Princip stanoveni

GC/MS, deproteinace, ethoximace, vnitini standard kyselina
fenylmaselnd, extrakce do etylacetdtu, trimethylsilylace

Material

sérum, plazma

Preanalytické poznamky

nutné uvést vyzivu, dietu, léky
u intermitentni symptomatologie je nutné vysetieni
séra/plazmy také v akutni atace

Jednotky

umol/l

Referen¢ni meze

podle internich norem

Stanoveni organickych Kkyselin v séru/plazmé se provadi jako dopliujici vySetfenim
k vySetteni organickych kyselin v moc¢i nebo event. nelze-li ziskat moc.

Indikace k vySetieni je zejména podezieni na nékterou z poruch -oxidace mastnych kyselin
(deficit MCAD, VLCAD, LCHAD, glutarovou acidurii typu II).

Riziko falesné negativniho nalezu je u intermitentnich forem nékterych uvedenych DMP.
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Organické kyseliny v moci

) Lucia Varholdkovd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Organické kyseliny v moc¢i
Synonyma -
Typ metody profilovd, semikvantitativni

Princip stanoveni

GC/MS, ethoximace, V.S. kys. fenylmdselnd, extrakce
do ethylacetatu, trimethylsilylace

Material

moc¢, sbér moci (nejlépe 12 hodinovy)

Preanalytické poznamky

nutno uvést vyzivu, dietu, 1éky
u intermitentni symptomatologie je nutné vysetieni moce také
v akutni atace

Jednotky

mg/g kreatininu

Referencéni meze

podle internich norem

Organické kyseliny jsou nejlépe analyzovany v modi, nebot se obvykle dobie vylucuji

Vv

ledvinami a jejich hladiny jsou v moc¢i obvykle v mnohem vyssich koncentracich nez v jinych

télesnych tekutinéch.
Indikaci k vySetfeni jsou:

susp. aminoacidopatie

A

susp. organicka acidurie

susp. poruchy oxidace mastnych kyselin
susp. poruchy mitochondridlniho energetického metabolismu
nejasné akutni, recidivujici nebo chronické stavy s metabolickou acidosou nebo alkalosou,

vysokym anion gapem, hyperamonémii, hyperlaktacidémii, hypoglykémii, ket6zou,

novorozeneckou ketonurii

6. nejasné intoxikace, metabolické krize, hepatopatie

7. epilepticka encefalopatie

8. progredujici neurologické, neuromuskularni nebo multisystémové onemocnéni

Vysetieni stanovuje sumu L-laktit + D-laktat.
Hodnota vyluCovani laktitu naméfend touto metodou je niZ$Si nez hodnota ziskana

fotometricky.

Riziko falesné negativniho nalezu je u intermitentnich forem nékterych uvedenych DMP.
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Pteriny
) Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Eva Kostdlovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Pteriny

Synonyma

Typ metody kvantitativni, profilova

Princip stanoveni HPLC, oxidace oxidem manganicitym, fluorimetrickd detekce
Material mo¢

Preanalytické poznamky mo¢ je nutné chrdnit pred svétlem (zkumavku zabalit
do alobalu) zamrazit

Jednotky mmol/mol kreatininu

Referencni meze: podle internich norem

Zvysena hladina fenylalaninu v plasmé (hyperfenylalaninémie/fenylketonurie, HPA/PKU),
ktera je obvykle zachycena novorozeneckym screeningem, je vétSinou zpusobena deficitem
fenylalaninhydroxylazy (PAH), alenékdy je pfi¢inou deficit kofaktoru PAH
tetrahydrobiopterinu (BHy), tj. porucha metabolismu pterind.

Vzhledem ke zcela odliSné 1é€ebné strategii u obou poruch je nezbytné tyto 2 priciny od sebe
jednoznacné odlisit.

VySeti‘eni pterinti v v mo¢i je standardni soucasti diferencidlné diagnostického vysetieni
novorozence s HPA/PKU (vedle testu s BHy a stanoveni aktivity dihydropteridinreduktizy
v suché krevni kapce).

Indikaci k vysetfeni pterini v moci je

1. diagnostika poruch metabolismu pterint u vSech novorozencti s HPA/PKU pfi koncentraci
fenylalaninu v krvi nad 120 umol/l;

2. klinické podezieni na poruchu metabolismu pterint u starSich déti (u nékterych poruch
metabolismu pterinti neni pfitomna hyperfenylalaninémie).

Interpretace vysledkii:

1. fyziologicky profil pterinti v moci — deficit PAH jako pfi¢inu HPA/PKU je nutné potvrdit
stanovenim mutaci v genu pro PAH

2. hrani¢ni nebo patologicky profil pterini v mo¢i - podezieni na poruchu metabolismu
pterint je nutné potvrdit na enzymatické a/nebo molekuldrné genetické trovni.
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Puriny a pyrimidiny
_ Josef Bdrtl, Eva Kostdlovd, Sylvie Stastnd, Jakub Krijt
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Puriny a pyrimidiny
Synonyma -

Typ metody kvantitativni, profilova
Princip stanoveni HPLC, UV detekce
Material mo¢, plazma, likvor

Preanalytické poznamky nejlépe ranni moc ihned zamrazend po odbéru

sbér moci — kazdou porci je nutné ihned zamrazit
pfitomnost bakterii (mo¢ uchovédvana pii pokojové teploté,
infekce mocovych cest) vyznamné sniZuje mnoZstvi purini
a pyrimidind v moc¢i

labilni metabolity (hl. SAICAr, marker deficitu
adenylosukcindzy) se pii pokojové teploté rozkladaji
interference nékterych bézné uzivanych 1€kt (ibuprofen,
acetaminophen, acycloguanosin aj.)

den pted sbérem a v den sbéru moce nutno vyloucit ze stravy
napoje a jidla obsahujici metylxantiny (kdva, Cerny caj,
kakao, 1ékofice)

Jednotky mmol/mol kreatininu (moc), umol/l (plazma, likvor)

Referen¢ni meze podle internich norem

Puriny a pyrimidiny jsou latky, které se ucastni pienosu energie, regulaci metabolismu
a syntézy DNA a RNA.

Purinovy i pyrimidinovy metabolismus zahrnuje de novo syntézu, katabolismus a recyklaci
purinti a pyrimidint.

Dé&di¢né poruchy jsou zndmy v obou skupinach ve vSech 3 metabolickych cestach.

Témer vSechny poruchy metabolismu purint a pyrimidini maji odchylky pfi vySetieni moci
metodou HPLC.

K vylouceni nékterych poruch metabolismu pyrimidini by méla byt vySetfena moc
na piitomnost dihydropyrimidind metodou GS-MS (analyzou organickych kyselin), nebot’
HPLC tyto latky nedetekuje.

Indikaci k vySeti‘eni profilu purini a pyrimidini jsou:

1. mo¢ — mentdlni nebo psychomotorickd retardace, tonusové poruchy (hypotonie,
hypertonie, dystonie), ataxie, automutilace, kieCe, poruchy chovani, urolitidza,
nefrolitidza, nejasnd hyperurikémie s hyperurikurii, zejména v mladém véku nebo
familiarni, rendlni selhdni, SCID, nejasny imunodeficit s postizenim bunécné imunity,
susp. deficit ornithinkarbamoyltransferazy (OTC), anemie megaloblastickd/hemolyticka,
monitorovani pacienti 1é¢enych allopurinolem

2. Kkrev - monitorovani 1écby allopurinolem k vylouceni rizika neZadoucich t¢inki

3. likvor - susp. deficit adenylosukcinatlydzy (ADSL)

Kone¢né potvrzeni zvazovaného defektu purinového nebo pyrimidinového metabolismu
vyzaduje enzymatické nebo molekularné genetické vySetieni.
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Redukujici latky
; Sylvie Stastnd, Petr Chrastina, Zdenék Cdnsky
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Redukujici latky

Synonyma Benedictova zkouska

Typ metody semikvantitativni

Princip stanoveni Benedictova zkousSka se siranem méd’natym

Material mo¢

Preanalytické poznamky faleSné€ pozitivni nélez - vysokd koncentrovanost moce
Jednotky: arb. j.

Referen¢ni meze: negativni

V piitomnosti redukujicich latek v moci se v alkalickém prostfedi méd’natd stl (CuSOy) po
povateni zredukuje na cerveny oxid méd’ny.

Test prokazuje zvySenou koncentraci sacharidii ajinych redukujicich latek v moci, viz
tabulka.

Sloucenina Piidina
Glukoza Diabetes mellitus
Fanconiho syndrom
Galaktéza Galaktosémie — vSechny typy
Fanconi-Bickelova choroba
Fruktéza Hereditarni intolerance fruktézy
Esencidlni fruktosurie
Maltéza Poziti maltozy
Laktéza Deficit laktazy
Kojené déti
Xylul6za Esencidlni pentosurie
Test s xylul6zou
Dextréza Poziti dextrézy
4-hydroxyfenylpyruvat Tyrosinémie typu |
Kyselina homogentisova Alkaptonurie
Oxalat Hyperoxalurie primarni i sekundarni
Salicylaty Lécba
Uraty Hyperurikosurie
Hippurat Lécba benzoatem
Kyselina askorbova Velké davky vitaminu C

Sacharéza neni redukujici l4tka.

Pozitivni nélez doplni vySetfeni sacharidli, organickych kyselin (kyselina homogentisova,
sukcinylaceton), aminokyselin, kyseliny mo€ové a oxaldtu v moci.

Vysetteni se provadi u kazdého poprvé vysetfovaného pacienta.
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Sacharidy
O/lga Martincovd, Petr Chrastina, Zdenék Cdnsky, Sylvie Stastnd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Sacharidy

Synonyma Glycidy

Typ metody kvalitativni, profilova

Princip stanoveni dvourozmérna tenkovrstevna chromatografie (TLC)
detekce naftolresorcinolem

Material mo¢

Preanalytické poznamky hodnoti semikvantitativn¢ zvySenou koncentraci sacharidt
proti standardim

Jednotky -

Referencni meze chromatogram fyziologické moc¢i m4 skvrny jednotlivych
cukrd zhruba stejné intenzity a velikosti jako standard

Sacharidy (glycidy, nepfesné cukry, chybné uhlovodany nebo karbohydréty) jsou organické
latky patiici do skupiny polyhydroxylovanych aldehydti nebo ketoni. Mnohé ze sacharid
jsou vyznamné piirodni latky, fada dalSich byla pfipravena synteticky.

V potravé se sacharidy vyskytuji predevsim ve form¢ disacharid (napf. laktéza, sacharéza)
a polysacharidi  (S8krob). Tyto sloZky jsou ve stfevé enzymaticky hydrolyzovany
na monosacharidy (glukézu, galaktézu a fruktézu), které jsou resorboviny enterocyty do krve
pomoci specifickych transportért.

NejvyznamnéjSim monosacharidem pro lidsky organismus je glukéza, ktera hraje vyznamnou
roli v riznych metabolickych procesech, zejména pii tvorbé gluk6za-6-fosfatu.

VySetieni sacharidi se provadi jako doplnujici vySetfeni pfi prikazu redukujicich latek
v moci.

Standardni roztok obsahuje smés sacharidu laktézy, maltézy, sacharézy, D-fruktozy,
D-galaktézy, D-glukézy, D-ribézy, L-arabinézy a D-xylozy.

Mezi sacharidy, které jsou vySetfovany, patii glukdza, galaktdza, fruktdza a laktoza.

U dospélych sezvySené vyluCovani cukri vyskytuje ziidka, nejCastéjSim nalezem
je glykosurie u diabetes mellitus.

U déti se jednd o Castéjsi nédlez zvlasté v dusledku alimentdrni meliturie. V moc¢i kojenct
a novorozencu se fyziologicky objevuje galakt6za, laktéza, sachardéza, event. stopy glukdzy.
Vysetieni je dilezité pro posouzeni renalnich tubularnich defekti a pro diagnostiku
nékterych poruch metabolismu sacharidi.

Z hlediska dédi¢nych metabolickych poruch (DMP) jsou diagnosticky duleZité zejména
zvySena glykosurie, galaktosurie a fruktosurie.

Glykosurie miiZe byt souc¢asti laboratorniho obrazu Fanconiho tubulopatie (tyrosinémie typ I,
galaktosémie, hereditarni intolerance fruktézy, cystinéza, nckteré glykogenézy, Loweho
syndrom, Wilsonova choroba, poruchy respiratniho fetézce) a glukézo-galaktézové
malabsorpce.

Galaktosurie je specifickym ndlezem u vSech typu galaktosémie a malabsorpce glukézy
a galaktdzy.

Fruktosurie byva u hereditarni intolerance fruktézy, deficitu fruktéza-1,6-bifosfatazy,
esencidlni fruktosurie a u deficitu disacharidaz.

Nélez jinych sacharidi je z hlediska DMP nevyznamny.
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Sfingolipidy
; Jana Ledvinovd, Helena Jahnovd, Milan Elleder
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Sfingolipidy

Synonyma -

Typ metody kvalitativni, event. semikvantitativni

Princip stanoveni extrakce lipidl smési chloroformu a metanolu, HPTLC,
detekce orcinolem, resorcinolem, (event. densitometrie)

Material tkan¢

Preanalytické poznamky autopticky materidl (jtra, slezina, ledviny, mozek atd.)

Jednotky -

Referencni meze: negativni

Sfingolipidy jsou degradovany v lysosomech za tucasti sfingohydroldz a jejich aktivac¢nich
proteini.

Indikaci k vySetfeni je podezfeni nalysosomdlni stfddavé onemocnéni s hromadénim
sfingolipidl, zejména pro post mortem vysetieni, kdy neni k dispozici materidl ke stanoveni

enzymatické aktivity

Pozitivni nalez svéd¢i pro lysosomdlni stfadavé onemocnéni ze skupiny sfingolipidoz.
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Sirifitany
) Josef Bdrtl, Eva Kostdlovd, Sylvie Stastnd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Sificitany

Synonyma sulfity

Typ metody semikvantitativni

Princip stanoveni diagnosticky papirek Sulfitest Merck
Material mo¢

Preanalytické poznamky sifi¢itany jsou nestabilni, test je nutno provést v Cerstvé moci
pfitomnost kys. askorbové rusi stanoveni

v nedostate¢né koncentrované moci (koncentrace kreatininu
pod 1 mmol/l) neni vySetieni spolehlivé

Jednotky mg/l

Referen¢ni meze: negativni

Sulfitoxidaza katalyzuje posledni krok v oxidaci atomu siry cysteinu na anorganicky sulfat.
Deficit sulfitoxidazy vede ke hromadéni sulfiti spolu s jejich degrada¢nimi produkty
S-sulfocysteinem a thiosulfiatem, se snizenou tvorbou sulfata.

Indikaci k vySetfeni je podezieni na deficit sulfitoxidazy, izolovany nebo pfi deficitu
molybdenového kofaktoru (novorozenecké nebo kojenecké kieCe refrakterni na lécbu
antiepileptiky, t€zka psychomotorickd retardace, mikrocefalie, hypotonie s piechodem
do hypertonie, neprospivani, dislokace cocky, ¢asna smrt).

Vysetteni se provadi u kazdého poprvé vySetfovaného pacienta.

Interpretace

Positivni nalez (zvySend koncentrace sifiCitani v moci) - deficit sulfitoxidazy a deficit
molybdenového kofaktoru.

Falesné positivni - rizné 1éky (napf. 2-merkaptoetansulfonat) a jiné pticiny, které vedou
ke zvySené koncentraci mocCovych sifi¢itant, staré vzorky moci.

Falesné negativni — pfi nizké koncentrovanosti moce (koncentrace kreatininu < 1 mmol/l).

Negativni vysledek nevylucuje deficit sulfitoxidazy.

viz téZ Thiosirany kvantitativné
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Sukcinylaceton fotometricky
Sylvie Stastnd, Zdenék Cdnsky, Eva Kostdlovd, Petr Chrastina
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Sukcinylaceton fotometricky

Synonyma -

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni enzymatické fotometrické stanoveni, 555 nm, inhibi¢ni
metoda, 6-aminolevulinat-hydratdza, Ehrlichovo ¢inidlo

Material mo¢

Preanalytické poznamky se stanovenim miiZe interferovat fada Ehrlich-pozitivnich
latek, ale vzhledem ke znacnému zfedéni moci je jejich vliv

omezen
Jednotky pmol/l
Referenéni meze <2,0

Sukcinylaceton a jiné intermedidrni metabolity v katabolismu tyrosinu se hromadi nad
blokem u tyrosinémie typu I a maji zdvazné patogenni uc¢inky na tkdn¢, zvlast€¢ na funkci
jater.

Sukcinylaceton je vyznamny inhibitor S-aminolevulinatdehydratizy (porfobilinogensyntazy).
Hromadici se 5-aminolevulindt je neurotoxicky a je pravdépodobné pii¢inou akutnich
neurologickych krizi ptfi dekompenzaci tyrosinémie typu 1.

Indikaci k vySetieni je

1. podezieni na tyrosinémii typu L

2. monitorovani kompenzace u pacientl s tyrosinémii typu I 1é¢enych NTBC

3. ovéfeni ndlezu zvySeného vylucovani sukcinylacetonu v ramci vySetfeni organickych
kyselin v moci.

Zvysené vyluCovani sukcinylacetonu v moci je nalez specificky pro tyrosinémii I. typu
z deficitu fumarylacetoacetdzy (FAA).

Je vhodné ndlez ovéfit vySetfenim sukcinylacetonu v rdmci vySetfeni organickych kyselin
v moci.

Tyrosinémie typu I musi byt potvrzena enzymatickym nebo molekuldrné¢ genetickym
vySetfenim.

Je zndma mutace s pseudodeficitem FAA.
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Sukcinylaminoimidazolkarboxamidribosid (SAICAr)
) Sylvie Stastnd, Josef Bdrtl, Eva Kostdlovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. UK Praha

Nazev Sukcinylaminoimidazolkarboxamidribosid
(SAICAr)

Synonyma

Typ metody kvalitativni

Princip stanoveni TLC, detekce Paulyho ¢inidlem

Material mo¢

Preanalytické pii pokojové teploté€ je nestabilni, mo¢ nutno uchovavat

poznamky zamrazenou
vylucovani béhem dne kolisa, nejvyssi vylucovani je v ranni
moci
riziko faleSné negativniho nalezu v alkalické moci a pfi nizké
koncentrovanosti moce

Jednotky -

Referenc¢ni meze negativni

SAICATr je intermedidrni metabolit v de novo syntéze v purinovém metabolismu.
Hromadi se v tkdnich a vylucuje se ve zvySeném mnoZstvi pfi deficitu adenylosukcinatlydzy
(adenylosukcindza, ADSL).

Vysetfeni se provadi pii podezieni na adenylosukcinatlyazy (ADSL) - psychomotoricka
retardace, autistické rysy, kieCe, hypotonie, ataxie

Nélez je specificky pozitivni u deficitu ADSL.
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Sulfatidy

; Helena Poupétovd, Helena Jahnovd, Milan Elleder
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Sulfatidy

Synonyma -

Typ metody kvalitativni, event. semikvantitativni

Princip stanoveni extrakce smési chloroformu a metanolu, HPTLC, detekce
orcinolem, kresylovou violeti, azurem A

Material cely sbér moce/24 h

Preanalytické poznamky -

Jednotky -

Referencni meze negativni

Sulfatidy (sulfatované glykolipidy) jsou hlavni lipidovou slozkou myelinové pochvy.
Sulfatidy jsou degradovany za ucasti arylsulfatizy A, kterd tvofi komplex s proteinovym
aktivatorem saposinem B (sap-B, diive SAP1).

Diferencialni diagnostika zvySeného vylucovani sulfatidi v mo¢i zahrnuje tyto poruchy:

1.
2.

3.
4.

metachromaticka leukodystrofie (MLD) s deficitem arylsulfatizy A

mnohocetny deficit sulfatdiz (MSD, Austinova choroba) - v moc¢i prokaZeme téZ zvySené
vylucovani mukopolysacharid

deficit saposinu B

deficit prosaposinu (prekursor saposini A,B,C,D) — je normdlni aktivita arylsulfatizy A in
vitro, v moc¢i je kromé¢ sulfatidii t€Z zvySené vylucovani globotriaosylceramidu, viz téz
Globotriaosylceramid

V klinickém obraze vSech uvedenych poruch dominuje neurologické postizeni.

Sulfatidy se hromadi v centrdlnim a perifernim nervovém systému s naslednou destrukci
myelinu a demyelinizaci.

Zdrojem sulfatidd v mo¢i jsou tubuldrni buiiky ledvin.

Diagnéza musi byt vZdy potvrzena cilenym enzymatickym a/nebo molekuldrné genetickym
vySetfenim.
Jsou znamy 2 polymorfismy, které jsou pticinou pseudodeficitu arylsulfatizy A.
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Tandemova hmotnostni spektrometrie

- aminokyseliny a acylkarnitiny v krvi
) Petr Chrastina, Sylvie Stastnd, Eva Kostdlovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)
aminokyseliny a acylkarnitiny v krvi

Synonyma -

Typ metody screeningovd, profilova, kvantitativni

Princip stanoveni MS/MS, extrakce do methanolu, butylace, kvantifikace
pomoci deuterovanych vnitinich standarda

Material krevni papirek

Preanalytické poznamky pokud pacient dostal transfuzi plné krve nebo erymasy,
doporucujeme kontrolni vySetfeni z nového vzorku
odebraného tfi mésice po posledni transfuzi

pii opakovanych transfuzich doporucujeme kontrolni
vySetieni pred dalsi transfuzi

Jednotky umol/l, poméry koncentraci acylkarnitinli bez rozméru

Referenc¢ni meze podle internich norem

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) je vykonnd analytickd metoda, ktera
se pouziva ke stanoveni koncentraci n¢kterych aminokyselin a acylkarnitinii a béhem jediného
vySetfeni slouZi k diagnostice vybranych aminoacidopatii, organickych acidurii a poruch
oxidace mastnych kyselin.

Soucésti hodnoceni je vypocet pomérti koncentraci aminokyselin a acylkarnitini.

Vysetteni se provadi u kazdého poprvé vySetfovaného pacienta.

Vysetieni je vhodné pro novorozenecky screening uvedenych DMP.

Indikaci k vySetfeni jsou:

1. susp. poruchy metabolismu aminokyselin
hyperfenylalaninémie, hypertyrosinémie, leucin6za

2. susp. organické acidurie se zvySenym vylu¢ovanim specifickych acylkarnitini
glutarova acidurie 1. typu, metylmalonovd acidémie, propionova acidémie, isovalerova
acidémie, deficit B-ketothiolazy, deficit ~ 3-metylkrotonyl-CoA-karboxylazy,
3-hydroxy-3-metylglutarova acidurie

3. poruchy oxidace mastnych kyselin sezvySenym vyluCovanim specifickych
acylkarnitini
deficit karnitinacylkarnitintranslokdzy, deficit SCAD, MCAD, LCHAD, VLCAD,
glutarova acidurie typu II, deficit CPT I a CPT II

Hodnoceni

Pozitivni nalez (zvySend koncentrace aminokyselin nebo acylkarnitinl, zvySeny pomér
aminokyselin nebo acylkarnitintl) - susp. porucha metabolismu aminokyselin nebo organicka
acidurie nebo porucha oxidace mastnych kyselin.

Artefakty a nespecifické odchylky — MCT nebo olej ve stravé, ketogenni dieta, hladovéni,
ketosa, laktdtova acidéza, poddvani valprodtu, karnitinu, benzoatu, hepatopatie, dialyza,
syndrom kratkého stieva.

Riziko faleSné negativniho nalezu — u intermitentnich forem nékterych uvedenych DMP
(je nutné vysetteni zopakovat v akutni atace) a po transfuzi krve nebo erymasy.

88



Thiosirany kvalitativné
) Josef Bdrtl, Eva Kostdlovd, Sylvie Stastnd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Thiosirany kvalitativné
Synonyma thiosulfaty

Typ metody kvalitativni

Princip stanoveni orientacni test s azidem sodnym a jodem
Material mo¢

Preanalytické poznamky v nedostate¢né koncentrované moci (koncentrace kreatininu
pod 1 mmol/l) neni vySetieni spolehlivé
nadbytek kys. askorbové rusi stanoveni

Jednotky arb. j.

Referen¢ni meze: negativn{

Sulfitoxidaza katalyzuje posledni krok v oxidaci atomu siry cysteinu na anorganicky sulfat.
Deficit sulfitoxidazy vede ke hromadéni sulfiti spolu s jejich degrada¢nimi produkty
S-sulfocysteinem a thiosulfatem, se sniZzenou tvorbou sulfata.

Indikaci k vySetfeni je podezieni na deficit sulfitoxidazy, izolovany nebo pii deficitu
molybdenového kofaktoru (novorozenecké nebo kojenecké kiece refrakterni na lécbu
antiepileptiky, téZka psychomotorickd retardace, mikrocefalie, hypotonie s pifechodem
do hypertonie, neprospivani, dislokace ¢ocky, Casnd smrt).

VySetteni se provadi u kazdého poprvé vySetfovaného pacienta.

Interpretace

Positivni nélez (zvySend koncentrace thiosiranti v moci) — susp. deficit sulfitoxidazy a deficit
molybdenového kofaktoru.

V piipad¢ pozitivniho vysledku je nutno provést kvantitativni stanoveni thiosirand.

FaleSné positivni - rizné 1éky (napf. 2-merkaptoetansulfondt) a jiné pfi¢iny, které vedou
ke zvySené koncentraci thiosiranli v moci, staré vzorky moci.

FaleSné negativni — pii nizké koncentrovanosti moce (koncentrace kreatininu < 1 mmol/l).

Negativni vysledek nevylucuje deficit sulfitoxidazy.

viz téz Sificitany, Thiosirany kvantitativné
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Thiosirany kvantitativné
) Josef Bdrtl, Eva Kostdlovd, Sylvie Stastnd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Nazev Thiosirany kvantitativné

Synonyma thiosulfaty

Typ metody kvantitativni

Princip stanoveni thiosiran vytvéii s kyanidem a Zelezitymi ionty barevny
rhodanid

Material mo¢

Preanalytické poznamky v nedostate¢né koncentrované moci (koncentrace kreatininu
pod 1 mmol/l) neni vySetieni spolehlivé
ampicilin a salicylaty (v¢. paracetamolu) rusi stanoveni

Jednotky mmol/mol kreatininu

Referenc¢ni meze negativni

Sulfitoxidaza katalyzuje posledni krok v oxidaci atomu siry cysteinu na anorganicky sulfat.
Deficit sulfitoxidazy vede ke hromadéni sulfiti spolu s jejich degrada¢nimi produkty
S-sulfocysteinem a thiosulfatem, se sniZenou tvorbou sulfatd.

Indikaci k vySetfeni je podezieni na deficit sulfitoxidazy, izolovany nebo pfi deficitu
molybdenového kofaktoru (novorozenecké nebo kojenecké kieCe refrakterni na lécbu
antiepileptiky, t€zka psychomotorickd retardace, mikrocefalie, hypotonie s piechodem
do hypertonie, neprospivani, dislokace cocky, ¢asna smrt).

Vysetteni se provadi u kazdého poprvé vySetfovaného pacienta.

Interpretace

Positivni nédlez (zvySend koncentrace thiosiranii v moc¢i) — susp. deficit sulfitoxidazy a deficit
molybdenového kofaktoru.

V piipad¢ pozitivniho vysledku je nutno provést kvantitativni stanoveni thiosirani.

Falesné positivni - rizné 1éky (napf. 2-merkaptoetansulfonat) a jiné pticiny, které vedou
ke zvySené koncentraci thiosiranii v moci, staré vzorky moci.

Falesné negativni — pfii nizké koncentrovanosti moce (koncentrace kreatininu < 1 mmol/l),
ampicilin, salicyldty (v¢. paracetamolu)

Negativni vysledek nevylucuje deficit sulfitoxidazy.

viz téz Siticitany
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Velmi dlouhé mastné Kkyseliny a kyselina fytanova
Zdenek Cdnsky, Eva Kostdlovd, Sylvie Stastnd, Petr Chrastina
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Nazev Velmi dlouhé mastné kyseliny a kyselina fytanova

Synonyma VLCFA

Typ metody kvantitativni, profilova

Princip stanoveni GC, extrakce do hexanu, methylesterifikace, vnitini standard
CisaCy

Material sérum

Preanalytické poznamky vySetfeni nelze provést z hemolytického séra
stanovuje kyseliny volné i vazané ve forme lipidi

Jednotky ug/ml
Referen¢ni meze kys. fytanovd < 3.5
kys. pristanovd < 0,65
C26 < 0,50
C26/C22 < 0,021
C/Coo < 1,000

VySetieni velmi dlouhych mastnych kyselin (VLCFA) vséru je zdkladni metoda
pro diagnostiku peroxisomalnich poruch.
Stanovuje se kyselina behenova C,;., lignocerotova Caa., cerotovd Cye. a kyselina fytanova.

Indikaci pro vySetfteni VLCFA je podezieni navybrand peroxisomalni onemocnéni

(generalizované peroxisomdlni poruchy, X-vdzanou adrenoleukodystrofii a Refsumovu

chorobu):

- pfiznaky neurologické (encefalopatie, hypotonie, kiece, periferni neuropatie, poruchy
chuze),

- o¢ni (retinopatie, slepota, katarakta),

- hepatélni dysfunkce (hepatomegalie, hepatopatie, cholestasa),

- kraniofacidlni dysmorfie a kostni abnormality

Ostatni peroxisoméalni poruchy nelze touto metodou diagnostikovat.

Interpretace

zvySena koncentrace VLCFA

generalizované poruchy peroxisomdlni biogeneze (Zellwegeriv syndrom, neonatdlni
adrenoleukodystrofie, infantilni Refsumova nemoc, deficit acyl-CoA oxidazy, deficit
D-bifunkéniho proteinu)

X-vazana adrenoleukodystrofie

heterozygotky X-ALD mohou mit normdlni koncentrace VLCFA

zvySena koncentrace kyseliny fytanové — klasickd Refsumova choroba, rhisomelicka
chondrodysplasia punctata typu 1 (RCDP typu 1) a poruchy peroxisomdlni biogenese
novorozenci akojenci s RCDP typu 1 aporuchami peroxisomadlni biogenese a pacienti
s enzymatickymi defekty v odbouravdni VLCFA mohou mit koncentrace kyseliny fytanové
v norm¢

91



Sylvie Stastnd a kol.
Prehled vySetieni metaboliti pro diagnostiku dédi¢énych metabolickych poruch
1. vydéni Praha 2008, 92 stran

Vydal Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha
Vytiskla Tiskdrna Edit, spol. s r. o.

ISBN 978-80-904219-0-5



